Transkriptom-Analyse zirkulierender Monozyten zur Erforschung neuer Marker/Mediatoren akzelerierter Atherosklerose bei Hämodialyse-Patienten by Hempfing, Gun Berit
  
 
Transkriptom-Analyse zirkulierender Monozyten 
zur Erforschung neuer Marker / Mediatoren akzelerierter Atherosklerose  
bei Hämodialyse-Patienten 
 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät  
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen  
zur Erlangung des akademischen Grades  
einer Doktorin der Medizin 
genehmigte Dissertation 
 
 
 
vorgelegt von 
 
Gun Berit Hempfing 
aus 
Bielefeld 
 
 
 
Berichter:  Herr Professor 
 Dr.med. Markus Ketteler, M.A. 
  
 Herr Universitätsprofessor 
 Dr.rer.nat. Wilhelm Jahnen-Dechent 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 30. September 2009 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
meinen Eltern 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 INHALTSVERZEICHNIS  
 
1 Einleitung ............................................................................................................ 1 
1.1 Dialyse............................................................................................................................... 1 
1.2 Epidemiologie der Dialysepatienten in Deutschland................................................. 2 
1.3 Atherosklerose................................................................................................................. 3 
1.3.1 Urämie und Atherosklerose ...................................................................................... 4 
1.3.2 Die Rolle der Monozyten bei urämischer Atherosklerose ................................... 7 
1.3.3 Der Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR 4) .......................................................................... 9 
1.3.4 Tissue factor .............................................................................................................. 13 
1.3.5 Induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS)................................................ 14 
1.4 Ziel der Studie und Studiendesign .............................................................................. 16 
2 Material und Methoden......................................................................................19 
2.1 Patientenkollektiv.......................................................................................................... 19 
2.1.1 Übersicht über das Patientenkollektiv................................................................... 19 
2.1.1.1 Medikamenten-Anamnese.............................................................................. 20 
2.1.1.2 Komorbidität.................................................................................................... 21 
2.1.1.3 Patienten mit koronarer Herzkrankheit ....................................................... 22 
2.1.2 Übersicht über das Kollektiv der Kontrollpersonen........................................... 24 
2.2 Materialien und Bezugsquellen.................................................................................... 25 
2.3 Methoden ....................................................................................................................... 28 
2.3.1 Isolation von peripheren Monozyten .................................................................... 28 
2.3.1.1 Prinzip der Monozytenisolation aus peripherem Blut ............................... 28 
2.3.1.2 Isolation von mononukleären Zellen aus peripherem Blut 
  mit Lymphoflot................................................................................................ 28 
2.3.1.3 Die magnetische Zellseparation .................................................................... 28 
2.3.2 Isolation von Gesamt-RNA aus peripheren Monozyten ................................... 30 
2.3.2.1 Grundlagen....................................................................................................... 30 
2.3.2.2 Die RNA-Isolation mit RNeasy .................................................................... 30 
2.3.2.3 Qualitätskontrolle und Quantifizierung der RNA...................................... 31 
2.3.3 Reverse Transkription.............................................................................................. 31 
2.3.4 RNA-Präzipitation.................................................................................................... 33 
2.3.5 Polymerasekettenreaktion ....................................................................................... 33 
2.3.5.1 Grundlagen....................................................................................................... 33 
2.3.5.2 PCR im Thermocycler .................................................................................... 34 
2.3.5.3 Taqman® Real-Time PCR............................................................................. 35 
 2.3.5.4 Real Time PCR mit SybrGreen® ..................................................................36 
2.3.5.5 Schmelzkurvenanalyse.....................................................................................37 
2.3.5.6 Real Time PCR mit spezifischen Sonden.....................................................38 
2.3.5.7 Datenanalyse der Taqman®-PCR .................................................................40 
2.3.6 Statistische Auswertung ...........................................................................................40 
2.3.7 Klonieren von cDNA...............................................................................................40 
2.3.7.1 Grundlagen .......................................................................................................40 
2.3.7.2 Ligation..............................................................................................................42 
2.3.7.3 Herstellung kompetenter Zellen....................................................................43 
2.3.7.4 Transformation ................................................................................................43 
2.3.7.5 Isolation von Plasmid-DNA ..........................................................................44 
2.3.7.6 Messen der DNA-Konzentration am Photometer .....................................44 
2.3.8 Mikroarray ..................................................................................................................45 
2.3.8.1 Mikroarray-Technologie..................................................................................45 
2.3.8.2 High-density Affymetrix GeneChip® ..........................................................46 
2.3.8.3 Target Präparation ...........................................................................................48 
2.3.8.4 In vitro-Transkritption ....................................................................................48 
2.3.8.5 Target Hybridisierung .....................................................................................49 
2.3.8.6 Waschen und Färben des Arrays ...................................................................50 
2.3.8.7 Scannen und Datenerzeugung des Arrays....................................................52 
2.3.8.8 Vorverarbeitung ...............................................................................................52 
2.3.8.9 Auswertung und Datenanalyse ......................................................................54 
2.3.8.10 Methodik zur Selektion unterschiedlich regulierter Gene..........................56 
3 Ergebnisse ......................................................................................................... 59 
3.1 Qualitätskontrolle und Quantität der eingesetzten RNA ........................................59 
3.2 Auswertung der High-density Affymetrix GeneChip®-Daten ..............................60 
3.2.1 Analyse der differentiellen Genexpression............................................................61 
3.2.2 Auswertung nach der Affymetrix-Methode (MAS 5.0).......................................62 
3.2.3 Auswertung nach der GC-RMA-Methode mit Bioconductor ...........................66 
3.2.4 Datenanalyse und Visualisierung ............................................................................67 
3.2.5 Auswahl biologisch relevanter Gene......................................................................70 
3.3 Vergleich der beiden Auswertungsmethoden............................................................75 
3.3.1 Dialysepatienten versus Kontrollpatienten ...........................................................75 
3.3.2 Zeitpunktvergleich: nach Dialyse versus vor Dialyse ..........................................76 
3.4 Auswertung der quantitativen Real-Time-PCR-Daten ............................................78 
  
3.5 Direkter Vergleich von Genexpressionsdaten aus Real-Time-PCR 
  und High-density Affymetrix GeneChip®................................................................ 82 
3.5.1 HD (t0) versus Co .................................................................................................... 82 
3.5.2 HD (t0) versus HD (t3) ........................................................................................... 83 
3.5.3 HD (t3) versus Co .................................................................................................... 83 
3.5.4 HD (KHK+) versus (HD KHK-) ......................................................................... 84 
3.5.5 HD (KHK+) und HD (KHK-) versus Co........................................................... 84 
3.6 Quantitative Genexpressionsanalyse der Pools ........................................................ 85 
4 Diskussion ......................................................................................................... 87 
4.1 Wahl der Patienten........................................................................................................ 87 
4.2 Experimentelles Design ............................................................................................... 88 
4.3 Methodische Ergebnisse .............................................................................................. 88 
4.3.1 Positiv-Separation von peripheren Monozyten ................................................... 89 
4.3.2 Qualität und Quantität der verwendeten RNA-Proben ..................................... 89 
4.3.3 Quantitative Real-Time PCR .................................................................................. 90 
4.3.4 Test der Methodik .................................................................................................... 91 
4.3.5 High-density Affymetrix GeneChip®-Analyse.................................................... 91 
4.3.5.1 Biologische Probe............................................................................................ 92 
4.3.5.2 Array Plattform................................................................................................ 93 
4.3.5.3 Technische Varianz......................................................................................... 94 
4.3.5.4 Analyse der Mikroarray Daten....................................................................... 95 
4.3.5.5 Identifikation falsch-positiver Signale .......................................................... 95 
4.3.5.6 MAS 5.0 Algorithmus ..................................................................................... 96 
4.3.5.7 Statistische Analyse ......................................................................................... 97 
4.3.6 Sequenzanalyse.......................................................................................................... 99 
4.4 Biologische Relevanz der Expressionsdaten...........................................................101 
4.4.1 Cannabinoid-Rezeptor 1 (CNR-1) .......................................................................101 
4.4.2 Cyclooxygenase 2 (COX-2)...................................................................................102 
4.4.3 Interleukin 7-Rezeptor (IL-7R) ............................................................................103 
4.4.4 Interleukin-1 Rezeptor 2 (IL1R2) ........................................................................103 
4.4.5 Krüppel-like Faktor 12 (KLF-12) ........................................................................105 
4.4.6 Retinsäure-Receptor α (RARα).............................................................................105 
4.5 Differentiell regulierte Genexpression.....................................................................107 
4.5.1 HD (t0) versus Co ..................................................................................................107 
4.5.2 HD (t0) versus HD (t3) .........................................................................................109 
4.5.3 HD (KHK+) versus HD (KHK-) .......................................................................110 
 4.6 Genexpressionsanalyse von TLR4, TF und iNOS ................................................ 112 
4.6.1 Toll like Receptor 4 (TLR4) ................................................................................. 112 
4.6.2 Tissue factor (TF) .................................................................................................. 112 
4.6.3 iNos (induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase) ............................................ 113 
4.7 Limitationen ................................................................................................................ 114 
4.8 Ausblick ....................................................................................................................... 115 
5 Zusammenfassung............................................................................................ 116 
6 Literaturverzeichnis .......................................................................................... 121 
7 Danksagung......................................................................................................135 
8 Lebenslauf.........................................................................................................139 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
AGE   advanced glycation end-products 
Aqua dest   destilliertes Wasser 
AVPR1A  arginine vasopressin receptor 1A 
BMI   Body Mass Index 
bp   Basenpaare 
BSA   bovine serum albumin (bovines Serumalbumin) 
Ca2+   Kalzium 
CD   cluster of diffentiation 
cDNA   complementary DNA (komplementäre DNA) 
CEL   contour enhancing lines (Verstärkung der Umrisslinien) 
Cl-   Chlorid 
CNR   Cannabinoid receptor 
COX   Cyclooxygenase 
CRP    C-reaktives Protein 
°C    Grad Celsius 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
dl   Deziliter 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNAse   Desoxyribonuklease 
DNTP   Desoxyribonucleosid-triphosphat 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
FACS   fluorescence activated cell sorting 
FCS    fetal calf serum (fetales Kälberserum) 
g    Gramm 
µg    Mikrogramm 
GAPDH  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GC-RMA  gene chip robust multiarray average 
H2O    destilliertes Wasser 
h    Stunde 
Hb   Hämoglobin 
HD   Hämodialyse 
ICAM   intracellular adhesion molecule 
IgG    Immunglobulin G 
IL1R2    Interleukin 1 Rezeptor 2 
IL7R   Interleukin 7 Rezeptor 
iNOS inducible nitric oxide synthetase 
K+   Kalium 
kD    kilo Dalton 
KHK   kronische Herzkrankheit 
KLF   Krueppel like factor 
l    Liter 
LB-Medium  lysogeny broth medium (zur Anzucht von Bakterien) 
LDL   low density lipoprotein 
LPS   Lipopolysaccharide 
µl    Mikroliter 
  
MACS   magnetic cell seperation  
MAS   microarray analysis suite 
MEM   minimal essential medium 
mg    Milligramm 
Mg2+   Magnesium 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
ml    Milliliter 
MM   missmatch 
mmol    Millimol 
mM    millimolar 
mV    Millivolt 
min    Minute 
mRNA   messenger Ribonukleinsäure 
Na+   Natrium 
NaCl   Natriumchlorid 
nm    Nanometer 
OD   optische Dichte 
oxLDL  oxidiertes low density lipoprotein 
pAVK   peripher arterielle Verschlusskrankheit 
p.a.   pro analysis 
PBMC   peripheral blood mononuclear cells 
PCR    polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PEG8000  Polyethylene glycol 8000 
PM   perfect match 
PTH    Parathormon 
RARA   retinol acid receptor A 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNAse   Ribonuklease 
rpm    rates per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT    Reverse Transkription 
Sek    Sekunde 
SPARC  secreted protein acidic and rich in cysteine (Osteonectin) 
TBS    TRIS buffered saline (TRIS gepufferte Salzlösung) 
TF   tissue factor 
TLR 4   Toll like Rezeptor 4 
TNF   Tumor Nekrose Faktor 
tRNA    Transfer-Ribonukleinsäure 
TSS   transforming and storing solution 
VCAM   vascular adhesion molecule 
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1 EINLEITUNG 
1.1 DIALYSE 
Die Dialyse als Behandlungsmethode zur Elimination von harnpflichtigen Substanzen, 
anderen Stoffwechsel(end)produkten und Wasser aus dem Organismus wird bei akutem 
und chronischem Nierenversagen sowie zur Entgiftung bei Intoxikationen mit 
dialysierbaren Substanzen angewandt. Hierbei unterscheidet man die extrakorporale 
Hämodialyse von der intrakorporalen Peritonealdialyse. Bei letzterem Verfahren erfolgt der 
Stoffaustausch über das Peritoneum als Membran, nachdem steriles Dialysat über einen 
Katheter in die Bauchhöhle eingelassen wurde. 
Dahingegen wird dem Patienten bei der Hämodialyse Blut über einen zentralen 
Gefäßzugang bzw. Shunt mit Hilfe einer Blutpumpe entnommen und über ein arterielles 
Schlauchsystem durch den Dialysator gepumpt, um anschließend über das venöse 
Schlauchsystem wieder in den Blutkreislauf des Patienten zurückgeführt werden zu 
können. Der Stoffaustausch erfolgt mittels Diffusion und Ultrafiltration. 
Das Dialysat als Waschlösung für die Dialyse enthält D-Glukose, Elektrolyte (Na+, K+, 
Ca2+, Mg2+, Cl-), Bikarbonat und via Osmose gereinigtes Wasser. Als Dialysator bezeichnet 
man den Teil des Dialysegerätes, durch den das Blut und das Dialysat in zwei durch eine 
semipermeable Membran getrennte Kammern fließt und wo der Stoff- und 
Flüssigkeitsaustausch stattfindet. 
Durch Erzeugung eines Überdrucks im Blut bzw. eines Unterdrucks im Dialysat ist eine 
Ultrafiltration und somit ein Flüssigkeitsentzug aus dem Patientenblut möglich. 
Durch Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten findet der Stoffaustausch statt. 
Hierdurch erfolgt die Entfernung von Urämietoxinen aus dem Blut und ein Ausgleich des 
Elektrolyt- und Säure-Base-Haushaltes. 
Die Hämodialyse wird als Langzeitbehandlung bei Patienten mit terminaler 
Niereninsuffizienz im Krankenhaus oder in speziell ausgestatteten Dialysepraxen 
durchgeführt. Das übliche Therapieintervall bei Dauerdialyse beträgt in der Regel dreimal 
die Woche, wobei während einer Behandlungsdauer von 4-6 Stunden kumulativ 50-80l Blut 
über den Dialysefilter geleitet werden. 
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1.2 EPIDEMIOLOGIE DER DIALYSEPATIENTEN IN DEUTSCHLAND 
Ende des Jahres 2005 wurden in Deutschland 63.427 Patienten mit dem Dialyseverfahren 
versorgt. Die Inzidenz lag bei 16.766 Patienten. Unter den unterschiedlichen 
Dialyseverfahren dominierte die Hämodialyse (HD) mit einem Anteil von 87,7 % (55.627 
Patienten), während der Anteil der Peritonealdialyse-Verfahren bei 4,8 % (3.016 Patienten) 
lag [QuaSi-Niere gemeinnützige GmbH 2005]. 
Als Ursache für die terminale Niereninsuffizienz wurden bei den prävalenten Patienten die 
Krankheitsbilder Glomerulonephritis (19 %) und Diabetes mellitus Typ I und II (28 %) am 
häufigsten diagnostiziert. 
Betrachtet man die Todesursachen der im Jahre 2005 verstorbenen Dialysepatienten, so 
fällt auf, dass kardiale (41 %) und vaskuläre Erkrankungen (12,1 %) prozentual den 
stärksten Anteil ausmachen. 
 
 
 
Abbildung 1-1: Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz der Dialysepatienten 2005 [QuaSi-Niere, 
2005] 
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Abbildung 1-2: Todesursachen der 2005 verstorbenen Dialysepatienten [QuaSi-Niere, 2005] 
 
 
 
1.3 ATHEROSKLEROSE 
Die Atherosklerose als wichtigste Manifestationsform der Arteriosklerose betrifft die 
größeren Gefäße und führt zu epidemiologisch relevanten Krankheitsbildern, wie 
koronarer Herzkrankheit, peripherer arterieller Verschlusskrankheit und zerebrovaskulären 
Durchblutungsstörungen. Die Atherosklerose ist eine komplexe Erkrankung mit 
multifaktorieller Ätiologie, die noch nicht komplett verstanden worden ist. 
Nach der allgemein anerkannten Theorie von Russell Ross [Ross 1999] handelt es sich bei 
der Atherosklerose um eine inflammatorische Erkrankung, die mit einer Reihe von 
hochspezifischen zellulären und molekularen Reaktionen einhergeht.  
Die Atherogenese verläuft in mehreren Schritten: endotheliale Dysfunktion, Akkumulation von 
Schaumzellen in Intima und Media, Plaquebildung und Entstehung komplexer Läsionen. 
Die Initiationsphase der Atherosklerose ist durch endotheliale Dysfunktion 
gekennzeichnet, welche durch unterschiedlichste Faktoren hervorgerufen werden kann. 
Zentrale Mediatoren sind erhöhtes und oxidiertes LDL (low-densitiy lipoprotein) bei 
Hypercholesterinämie, erhöhtes Plasma-Homocystein und freie Radikale, die durch 
Rauchen, aber vermutlich auch im Rahmen von Hypertonie oder Diabetes mellitus 
entstehen können. Auch genetische Veränderungen spielen eine Rolle. Die Aktivierung des 
Endothels führt zu einer Sekretion von Selektinen und Adhäsionsmolekülen, die wiederum 
die Rekrutierung von Monozyten und T-Lymphozyten verursachen. Durch Anlagerung der 
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Monozyten an das Endothel und Invasion in die Intima kommt es zur Akkumulation 
dieser Zellen unter dem Endothel. Die Monozyten differenzieren zu Makrophagen, die 
oxidiertes LDL über „Scavenger“-Rezeptoren phagozytieren. Es entstehen so genannte 
Schaumzellen, die die lokale Entzündungsreaktion fördern. Diese Ansammlung lipid-
beladener Zellen in der Intima wird als „fatty streaks“ bezeichnet. Fortgeschrittene 
komplizierte Läsionen sind durch Proliferation der glatten Muskelzellen und Kalzifikation 
der Gefäßwand gekennzeichnet. Durch Ausschüttung hydrolytischer Enzyme, von 
Cytokinen und Wachstumsfaktoren kommt es zu fokalen Nekrosen, die von fibrotischem 
Gewebe überdeckt werden. Es folgt ein Teufelskreis, der gekennzeichnet ist durch weitere 
Infiltration und Migration mononukleärer Zellen und fortschreitende Ausdehnung und 
Umbau der Arterienwand. Die Verdickung der Arterienwand wird gleichzeitig von einer 
kompensatorischen Dilatation begleitet, was zur Ausbildung eines unebenen Gefäßlumens 
führt („arterial remodeling“). Dies verändert den Blutfluss und kann in Abhängigkeit vom 
Grad der Stenose einen ischämischen Schaden im betreffenden Organ auslösen [Zoccali et 
al. 2003].  
 
1.3.1 URÄMIE UND ATHEROSKLEROSE 
Der Begriff „akzelerierte Atherosklerose bei Urämie“ geht auf eine Studie von Lindner et 
al. in den 70er Jahren zurück [Lindner et al. 1974]. Diese konnte zeigen, dass kardio-
vaskuläre Morbidität und Mortalität bei Dialysepatienten gegenüber der Allgemein-
Bevölkerung um ein Vielfaches erhöht sind. Noch immer haben Patienten mit terminaler 
Niereninsuffizienz ein extrem hohes kardiovaskuläres Risiko und sterben frühzeitig an den 
Folgen von Gefäßerkrankungen, obwohl sich sowohl Behandlungsmethoden als auch die 
Qualität des Dialysats und die Dialysegeräte mit biokompatiblen Membranen enorm 
verbessert haben. Besonders bei jungen Dialysepatienten besteht im Vergleich zu 
nierengesunden Kontrollen eine stark erhöhte Mortalität infolge athero- und 
arteriosklerotischer Komplikationen. Dialysepatienten unter 45 Jahren weisen eine mehr als 
100fache kardiovaskuläre Mortalität im Vergleich zur nierengesunden Population auf 
[Foley et al. 1998; Horl 2003]. Zudem verläuft die Atherosklerose bei Urämie oft schwerer 
als bei der Allgemeinbevölkerung.  
Die kardiovaskulären Risikofaktoren bei Dialysepatienten sind teilweise ähnlich denen der 
Allgemeinbevölkerung. Diabetes mellitus, Hypertonie, Hypercholesterinämie und Rauchen 
sind die klassischen Risikofaktoren für kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität. Diese 
sind bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz häufiger prävalent, als bei der nicht-
urämischen Bevölkerung [Levey et al. 1998], so dass diese Überrepräsentation von 
 5 
klassischen Risikofaktoren zu der Annahme führen könnte, die hohe Rate an 
kardiovaskulären Komplikationen bei Dialysepatienten hinge allein von der ausgewählten 
Population mit entsprechend hohem Basisrisiko ab. Allerdings kann das Ausmaß und der 
Schweregrad von atherosklerotischen Komplikationen nicht ausschließlich durch die 
Anwesenheit dieser klassischen Risikofaktoren erklärt werden. 
Eine Reihe von nicht-klassischen Risikofaktoren sind mit der Entstehung von 
Atherosklerose bei Dialysepatienten in Verbindung gebracht worden [Becker et al. 1997; 
Himmelfarb 2004; Schwedler et al. 2001; Zimmermann et al. 1999]. So verursachen z.B. 
Anämie und die Dialysebehandlung per se oxidativen Stress. Oxidativer Stress entsteht, 
wenn die Produktion von Oxidantien die lokale anti-oxidative Kapazität übersteigt. Durch 
Produktion von Sauerstoffradikalen und Mangel an anti-oxidativen Enzymen akkumulieren 
bei Dialysepatienten freie Radikale was in einer unerwünschten Oxidation verschiedenster 
Moleküle mündet. Kombiniert mit Glykosylierung führt die Oxidation zur Bildung so 
genannter AGEs („advanced glycation end-products“), welche durch Induktion von 
Adhäsionsmolekülen Monozyten zur Anlagerung an Endothelzellen und zur Cytokin-
Ausschüttung stimulieren können.  
AGEs induzieren außerdem eine verstärkte Bildung von modifiziertem LDL (low densitiy 
lipoprotein) [Drueke et al. 2001]. Oxidiertes LDL ist seit langem als Schlüsselmolekül bei 
der Entstehung von Atherosklerose bekannt, indem es zur Ausbildung der „fatty streaks“ 
in der frühen Phase der Atherogenese beiträgt. 
Bei mehr als 85 % der Dialysepatienten finden sich erhöhte Plasmaspiegel der Aminosäure 
Homocystein, was einerseits in der verminderten Nierenfunktion, andererseits in einem 
Mangel an B-Vitaminen begründet ist. Hyperhomocysteinämie gilt als eigenständiger 
kardiovaskulärer Risikofaktor [Clarke et al. 1991]. Homocystein verursacht oxidativen 
Stress und trägt zur Endotheldysfunktion und Monozytenadhäsion bei. 
Dialysepatienten weisen eine erhöhte Inflammationsneigung auf. Diese kommt 
möglicherweise unter anderem durch eine reduzierte Clearance von Cytokinen aufgrund 
der herabgesetzten Nierenfunktion zustande, wodurch eine chronische Entzündung 
verursacht wird. Inflammation kann durch erhöhte CRP-Serumspiegel (c-reaktives Protein) 
als Maß für die Akute-Phase-Induktion dokumentiert werden, die als Prädiktor für 
kardiovaskuläre Mortalität gilt [Yeun et al. 2000]. CRP ist bei vielen Dialysepatienten 
erhöht und korreliert mit der Dauer der Dialysebehandlung [Sethi et al. 1988]. Ursachen für 
die CRP-Erhöhung sind unter anderem die Bio-Inkompatibilität von Dialysemembranen, 
Shuntzugänge und temporäre Hämodialysekatheter. Auch wird vermutet, dass eine 
herabgesetzte Nierenfunktion per se mit einer inflammatorischen Reaktion assoziiert ist 
[Stenvinkel et al. 2003]. Hohe CRP-Spiegel sind mit einem erhöhten kardiovaskulären 
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Risikoprofil bei Dialysepatienten in Zusammenhang gebracht worden [Bergstrom 1995; 
Stenvinkel et al. 1999]. 
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz besitzen meist eine erhöhte Sympathikus-
Aktivität, die durch afferente renale Reflexe verursacht wird [Luke 1998]. Da das 
sympathische Nervensystem nicht nur Hauptregulator der kardiovaskulären Funktion und 
des Blutdrucks ist, sondern auch die Verbindung zwischen dem zentralen Nervensystem 
und dem Immunsystem herstellt, trägt es zur Regulierung von pro-inflammatorischen 
Cytokinen und anderen Produkten aktivierter Monozyten bei. 
Die Dysfunktion des Immunsystems von Dialysepatienten ist sowohl durch eine verstärkte 
Aktivierung, gekennzeichnet durch erhöhte Werte von pro-inflammatorischen Cytokinen 
und Akute-Phase-Proteinen als auch durch eine Immunsuppression mit verminderter 
Abwehr gegen Pathogene sowie einer abgeschwächten Impfantwort gekennzeichnet. 
Vermutlich trägt die Kombination von erhöhter Anfälligkeit gegenüber Infektionen und 
erhöhter Entzündungsreaktion zu dem extrem hohen kardiovaskulären Risiko dieser 
Population bei [Stenvinkel et al. 2005].  
Hyperphosphatämie und sekundärer Hyperparathyreoidismus sind häufige Komplikationen 
bei Dialysepatienten, die zur Entwicklung von vaskulären Läsionen auf unterschiedliche 
Weise beitragen. Hohe Phosphatwerte aufgrund verminderter Nierenfunktion triggern 
einen knochenähnlichen Umbau der arteriellen Gefäßwand und führen zu einer erhöhten 
Produktion von Parathormon in der Nebenschilddrüse. Durch die resultierende 
Hyperplasie der Nebenschilddrüsen kommt es zum sekundären Hyperparathyreoidismus 
mit Mobilisierung von Calcium aus dem Knochen. Sowohl erhöhte Plasma-Phosphat-
Spiegel als auch Parathormon und Calcium-Phosphat-Produkt sind als unabhängige 
Risikofaktoren für kardiovaskuläre Kalzifizierung identifiziert worden [Block et al. 1998; 
Drueke & Massy 2002]. 
 
Es wird deutlich, dass die Pathogenese der Atherosklerose bei Dialysepatienten 
multifaktoriell bedingt ist und in ihrem ganzen Ausmaß noch nicht vollständig verstanden 
ist. 
Die Vorstellung, dass Inflammation eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der 
arteriellen Gefäßschädigung spielt und mit dem erhöhten kardiovaskulären Risikoprofil von 
Dialysepatienten assoziiert, hat mehr und mehr an Bedeutung gewonnen.  
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1.3.2 DIE ROLLE DER MONOZYTEN BEI URÄMISCHER ATHEROSKLEROSE 
Monozyten gehören zu der Zelllinie der Leukozyten und stellen bis zu 15% der 
zirkulierenden weißen Zellen. Zirkulierende Monozyten sind die größten Blutzellen mit 
einem Durchmesser von 15 bis 18 µm. Der große nierenförmige Kern nimmt etwa das 
halbe Zellvolumen ein und ist etwas dezentral gelegen (Abbildung 1-3). Ihre 
zytoplasmatischen Granula sind feiner als bei neutrophilen Granulozyten und besitzen eine 
geringere Peroxidase-Aktivität. Monozyten können Organismen sowie Tumorzellen aktiv 
phagozytieren und zeigen Adhäsion an Glas- und Plastikoberflächen. Zirkulierende 
Monozyten sind sehr heterogen bezüglich ihrer Größe, Dichte, Form und der präsentierten 
Oberflächenantigene. 
 
 
Abbildung 1-3: Blutausstrich mit einem Monozyten 
 
Als Vorläuferzellen der Makrophagen sind Monozyten in jeder Phase der Atherogenese 
präsent. Sie spielen eine essentielle Rolle bei der Ausbildung der initialen „fatty streaks“ bis 
hin zur Ruptur von komplexen Plaques im Rahmen von kardiovaskulären Ereignissen.  
Aktivierung des Endothels aufgrund unterschiedlicher Ursachen (s.o.) führt zur Expression 
von Selektinen und Adhäsionsmolekülen auf dem Endothel, was wiederum die 
Rekrutierung von Monozyten aus dem peripheren Blut bewirkt. Hierbei spielen besonders 
die Adhäsionsmoleküle VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecule-1) eine Rolle [Cybulsky & Gimbrone, Jr. 1991]. Selektine vermitteln 
lockere Interaktionen der Monozyten mit dem Endothel, die ein Rollen der Monozyten an 
der Gefäßwand zulassen. Unter Einfluss von chemotaktischen Molekülen wie z.B. MCP-1 
(monocyte chemoattractant protein-1) immigrieren die Monozyten in den subendothelialen 
Raum, wo sie sich weiter zu Makrophagen differenzieren [Boring et al. 1998; Libby & 
Aikawa 2002]. Durch Aufnahme von oxidiertem LDL über so genannte „Scavenger“ 
Rezeptoren werden diese zu Schaumzellen, die maßgeblich an der Ausbildung der lokalen 
Entzündungsreaktion beteiligt sind [Li & Glass 2002; Osterud & Bjorklid 2003]. 
Monozyten können die Oxidation von LDL zwar nicht auslösen, jedoch vorantreiben. Der 
genaue Mechanismus ist nicht bekannt, allerdings exprimieren Monozyten bestimmte 
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Enzyme, wie z.B. Lipooxygenasen, iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase) und 
eNOS (endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase), die in vitro eine LDL-Oxidation fördern 
und in atherosklerotischen Läsionen nachgewiesen werden konnten [Babior 2000].  
Die Monozyten-Aktivierung wird T-zell-vermittelt reguliert. Hierbei spielt eine Reihe von 
Cytokinen eine Rolle, die entweder einen aktivierenden oder hemmenden Effekt auf die 
Monozyten hat. So ist z.B. bekannt, dass INFγ (Interferon γ) Monozyten aktiviert und 
somit eine Entzündungsreaktion fördert. IL-10 hingegen hemmt die Sekretion Monozyten-
abhängiger inflammatorischer Mediatoren. 
IL-10 wird heute als eines der wichtigsten anti-inflammatorischen Cytokine betrachtet. 
Seine Sekretion erfolgt mit einer Verzögerung von einigen Stunden auf inflammatorische 
Reaktion, ausgelöst durch Endotoxine oder aktivierte Komplementfaktoren. So kann die 
lokale Entzündungsreaktion nach Elimination des Pathogens limitiert werden. Da IL-10 
über die Nieren eliminiert wird, weisen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz auch 
einen erhöhten Plasmaspiegel an IL-10 auf [Morita et al. 1997]. Ebenso produzieren 
Monozyten in urämischem Milieu deutlich mehr IL-10 als Monozyten von gesunden 
Individuen, was als Folge von chronischer Monozyten-Aktivierung zu verstehen ist [Brunet 
et al. 1998]. 
Neben seiner anti-inflammatorischen Wirkung hat IL-10 weitere Funktionen mit anti-
atherosklerotischen Effekten. Dazu gehören die Suppression von Adhäsionsmolekülen wie 
ICAM-1 [Song et al. 1997] und die Inhibition der Sekretion chemotaktischer Proteine 
sowie lytischer Enzyme durch Makrophagen und Monozyten. Girndt et al konnten in 
verschiedenen Studien nachweisen, dass IL-10 einen potentiell schützenden Effekt auf die 
Ausbildung von Atherosklerose bei Dialysepatienten zu haben scheint, und dass 
Dialysepatientin mit verhältnismäßig niedrigem IL-10-Spiegel eine verminderte 
Lebenserwartung aufweisen [Girndt 2002; Girndt & Kohler 2003].  
 
Weiterhin sind mehr als 100 sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Moleküle bekannt, 
die von Monozyten sezerniert werden: 
Pro-inflammatorische Cytokine wie IL-1ß (Interleukin-1ß) und IL-6 induzieren die 
Synthese von Akute-Phase-Proteinen wie CRP (c-reaktives Protein) oder Fibrinogen. 
TNFα (Tumor-Nekrose-Faktor-α) ist ein multifunktionales Cytokin, das sowohl pro- als 
auch anti-inflammatorische Mediatoren reguliert und im Lipidstoffwechsel, in der 
Koagulation und bei der Entstehung der endothelialen Dysfunktion eine Rolle spielt. Auch 
gibt es Anhaltspunkte, dass TNFα mit der kardiovaskulären Mortalität bei Dialysepatienten 
assoziiert ist.  
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Verschiedene Untersuchungen der letzten Jahre konnten zeigen, dass Monozyten von 
Dialysepatienten eine deutlich höhere Cytokin-Sekretion aufweisen, als Zellen gesunder 
Individuen und Niereninsuffizienz-Patienten, die nicht mit Dialyse behandelt wurden [Le 
Meur et al. 1999; Malaponte et al. 2002]. Dies lässt auf eine chronische Aktivierung der 
Monozyten durch die Dialysebehandlung schließen und verdeutlicht die Rolle der 
Monozyten als pathologisches Bindeglied zwischen Inflammation und Atherosklerose. 
Der Mechanismus der Monozyten-Aktivierung und ihre Rolle in der Atherogenese sind 
sehr komplex. Zwar wurden schon viele Cytokine und andere Mediatoren auf ihre 
Wirkungsweise erforscht, jedoch bleiben immer noch Fragen hinsichtlich aller 
zusammenspielenden Faktoren offen. 
 
1.3.3 DER TOLL-LIKE-REZEPTOR 4 (TLR 4) 
Das humane Immunsystem besteht aus zwei Komponenten: dem angeborenen 
unspezifischen System („innate immunity“) und der erworbenen spezifischen Immunität. 
Die erworbene Immunität wird durch T- und B-Lymphozyten vermittelt, die auf 
spezifische Antigene mit klonaler Proliferation reagieren. Die Ausbildung der erworbenen 
Immunantwort dauert einige Tage, ist jedoch durch die Bildung von Gedächtniszellen im 
Fall einer erneuten Infektion mit demselben Erreger schnell reproduzierbar. Die Induktion 
der angeborenen Immunität erfolgt unspezifisch innerhalb von Minuten bis Stunden und 
über die Aktivierung von Makrophagen, natürlichen Killerzellen und Mastzellen. Diese 
reagieren mit der Sekretion von Zytokinen, welche die Funktion anderer Zellen und damit 
die spezifische Immunität lenken und regulieren. 
Die Familie der Toll-like-Rezeptoren ist als Schlüsselkomponente der angeborenen 
Immunität definiert worden.  
Das Toll-Gen wurde erstmals 1988 in der Taufliege Drosophila melanogaster entdeckt, wo es 
bei der Festlegung des dorsoventralen Körpermusters während der Embryogenese von 
Bedeutung ist [Hashimoto et al. 1988]. Es kodiert für einen so genannten Typ-1-
transmembranären Rezeptor, dessen extrazelluläre Domäne leucinreiche Elemente enthält 
(„leucine rich repeats“, LRR) [Vink et al. 2004]. Die intrazelluläre Domäne des Toll-
Proteins weist Ähnlichkeiten zum Interleukin-1-Rezeptor auf und wurde daher Toll/IL-1R 
(TIR)-Domäne genannt [Dunne et al. 2003a]. Wegen dieser Ähnlichkeit wurde eine 
immunologische Funktion von Toll vermutet und konnte in einer Untersuchung an 
Drosophila-Mutanten gezeigt werden. 
Später zeigte sich, dass der so genannte Toll-Signalweg bei adulten Fliegen in der 
Infektionsabwehr eine Rolle spielt [Lemaitre et al. 1996] 
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Auch bei Säugetieren wurden Homologe des Toll-Rezeptors identifiziert, die als Toll-like 
Rezeptoren bezeichnet werden.  
Medzhitov et al. charakterisierten 1997 einen strukturell verwandten Rezeptor, der an der 
Immunantwort des Menschen beteiligt ist. Dieser Rezeptor erkennt Lipopolysaccharide 
(LPS) gram-negativer Bakterien [Medzhitov & Janeway, Jr. 1997]. Wegen der strukturellen 
und funktionellen Ähnlichkeit zum Toll-Protein von Drosophila wurde er als Toll-like-
Rezeptor bezeichnet und wird heute TLR4 genannt. Bisher wurden 11 humane TLRs 
identifiziert [Michelsen et al. 2004]. (Tabelle 1-1) 
Die Signaltransduktion von Toll, IL-1R und TLR weist weitere Ähnlichkeiten auf. Nach 
Bindung des Rezeptorliganden wird eine Signalkaskade ausgelöst, die bei TLR und IL-1R 
über Adaptermoleküle zur Phosphorylierung des inhibitorischen IkB führt. Der 
Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor-κB) wird freigesetzt, in den Zellkern 
transloziert und induziert die Expression verschiedener Gene, die an immunologischen, 
inflammatorischen und apoptotischen Prozessen beteiligt sind. 
Der Hauptrezeptor für LPS ist bei Monozyten der CD14 Rezeptor, der mit der 
Zellmembran ist. LPS bindet in Körperflüssigkeiten an das LPS-bindende Protein (LPB), 
einem Akute-Phase-Glykoprotein. Nach Bindung des LPS:LPB-Komplexes an CD14 
interagiert dieser mit dem Toll-like-Rezeptor 4, was im Zellkern die oben beschriebene 
Aktivierung von NF-κB bewirkt.  
 
Tabelle 1-1: TLRs und ihre wichtigsten Liganden (modifiziert nach Takeda et al, 2003) 
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Es folgt die Expression einer Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen, unter anderem 
Interleukin-1, -6 und -8 und TNFα. Diese wiederum tragen zur Expression von Selektinen 
und Adhäsionsmolekülen auf dem Endothel bei, ebenso wie zur Stimulation von Akute-
Phase-Proteinen und der Aktivierung der erworbenen Immunität. 
Die von den Toll-like-Rezeptoren erkannten PAMPs (pathogen-associated molecular 
patterns) sind in der Regel Bestandteile von Mikroorganismen und kommen nicht bei 
Wirbeltieren vor. Dem TLR-System kommt damit eine wichtige Rolle in der 
Unterscheidung von körperfremden und körpereigenen Stoffen zu [Janeway, Jr. & 
Medzhitov 2002]. Diese Unterscheidung ist jedoch nicht vollständig, einzelne TLRs 
erkennen auch endogene Liganden, z.B. Hitzeschockproteine (HSP) und zelluläres 
Fibronektin oder synthetische Substanzen, wie Imidazoquinoline [Chow et al. 1999; Ohashi 
et al. 2000]. Siehe auch Tabelle 1-1. 
  
Abbildung 1-4: Sinaltransduktion bei TLR/IL1R/TOLL (nach Dunne und O’Neill, 2003). Nach Bindung 
eines Liganden (z.B. LPS) kommt es über mehrere Adaptermoleküle zur Aktivierung eines 
Transkriptionsfaktors (NF-kB oder Dorsal), der die Expression verschiedener Gene induziert: Interleukin 
(IL), IL-1 receptor-associated kinase (IRAK), tumor necrosis factor receptor-associatedfactor 6 (TRAF6), 
Inhibitor von kB (IkB), nuclear transcription factor kB (NF-kB), Peptidoglykan(PGN), IL-1-Rezeptor (IL-
1R), Adapterproteine MD-2 und MyD88, Lipopolysaccharid (LPS) [Dunne et al. 2003b] 
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TLR4 ist auf unterschiedlichen Geweben präsent; unter anderem konnte die Expression 
auf Makrophagen und Endothelzellen in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden 
[Edfeldt et al. 2002]. Man geht also davon aus, dass der TLR4 in der Pathogenese der 
Atherosklerose involviert ist. Xu et al konnten zeigen, dass TLR4 in fettreichen, 
Makrophagen-infiltrierten atherosklerotischen Läsionen exprimiert wird und dass TLR4 
mRNA in kultivierten Makrophagen durch oxidiertes, jedoch nicht durch natives LDL 
hochreguliert wird [Xu et al. 2001].  
TLR4 ist außerdem an Umwandlungsvorgänge in der arteriellen Gefäßwand beteiligt. 
Dieses als „arterial remodelling“ bezeichnete Phänomen beschreibt die Arterienwand-
Verdickung mit gleichzeitiger kompensatorischer Dilatation des Gefäßes während der 
Atherogenese. Es bildet sich ein unebenes Lumen der Arterie mit folgender Entstehung 
von Gefäßverengungen und –konstrinktionen. 
 
Durch die Schlüsselstellung der Toll-like-Rezeptoren im angeborenen und adaptiven 
Immunsystem haben genetische Variationen in TLR-Genen einen Einfluss auf 
Immunabwehr und Pathogenese inflammatorischer Krankheiten. Zwei Polymorphismen 
im TLR4-Gen führen zu einem Aminosäurewechsel, von Aspartat (Asp) 299 zu Glycin 
(Gly) und von Threonin (Thr) 399 zu Isoleucin (Ile). Der Asp299Gly-Polymorphismus 
erhöht das Risiko für bakterielle Infektionen und senkt das Risiko für Atherosklerose der 
Karotiden [Kiechl et al. 2002]. Der Thr399Ile-Austausch prädisponiert für Sepsis und 
Infektionen mit gram-negativen Bakterien [Lorenz et al. 2002]. Für TLR2 und TLR4 sind 
inzwischen viele weitere Polymorphismen entdeckt und in der SNP-Database des National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) hinterlegt.  
Man geht folglich davon aus, dass TLR4 eine Relevanz bei der Atherogenese besitzt, indem 
er als Bindeglied zwischen Entzündung und Atherosklerose fungiert. Durch Bindung 
verschiedener endogener und exogener Liganden werden TLR4-tragende Zellen wie 
Monozyten, dendritische Zellen und Endothelzellen stimuliert. Dies induziert durch die 
Sekretion einer Vielzahl von pro-inflammatorischen Cytokinen und Chemokinen eine 
lokale Entzündungsreaktion. Diese wiederum impliziert die Atherogenese und kann 
Rupturen von atherosklerotischen Plaques hervorrufen. 
 
Für die Infektion mit gram-negativen Bakterien ist LPS eine Hauptursache der 
Inflammationsreaktion. 
Wie oben beschrieben, bewirkt LPS die Aktivierung von Monozyten durch Bindung an 
TLR4, was die Expression einer Reihe von inflammatorischen Molekülen zur Folge hat.  
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Das Immunsystem besitzt die Fähigkeit zur Suppression der inflammatorischen Antwort 
auf endogene und exogene Reize. So zeigt auch eine verlängerte Exposition humaner 
Makrophagen und Monozyten mit LPS eine verminderte Sekretion von Cytokinen, was als 
LPS-Toleranz bezeichnet wird [Ziegler-Heitbrock et al. 1995]. 
Nomura et al. konnten zeigen, dass die LPS-Toleranz der Makrophagen durch eine 
Herunter-Regulierung der TLR4-Expression verursacht wird [Nomura et al. 2000].  
In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte anhand eines kleinen 
Patientenkollektivs (n=9) nachgewiesen werden, dass der TLR4 bei Dialysepatienten im 
Gegensatz zu einer Kontrollgruppe vermindert exprimiert wurde. Außerdem wiesen 
mononukleäre Zellen (PBMC) nach Dialyse im Vergleich zu Zellen, die vor der Dialyse 
isoliert wurden, eine deutliche Minderexpression von TLR4 auf. Es liegt also der Verdacht 
nahe, dass die Hämodialyse per se zu einer TLR4 Herunter-Regulation führt. Diese Tatsache 
könnte möglicherweise neue Erkenntnisse über den Pathomechanismus der 
Immundefizienz bei Dialysepatienten bringen.  
Auf die Frage, ob die Minderexpression von TLR4 bei Patienten nach Dialyse durch eine 
Veränderung der Genexpression der Monozyten oder durch Bakterientoxine induziert 
wird, soll diese Studie Aufschluss bringen. 
 
1.3.4 TISSUE FACTOR 
Tissue factor (TF) ist ein 47 kDa Transmembran-Glykoprotein und zusammen mit Faktor 
VII der Hauptinitiator der extrinsischen Blutgerinnung in vivo. Extravaskulärer TF bildet 
mit aktiviertem Faktor VII (VIIa) einen Komplex und setzt die extrinsische 
Gerinnungskaskade in Gang, was zur Thrombinbildung und Thrombozyten-Aktivierung 
führt. Tissue factor spielt also eine Schlüsselrolle in der Entstehung von Thrombosen. 
Diese bilden die häufigste Akutmanifestation der Atherosklerose und tragen zur 
Entstehung von Gefäßverschlüssen bei stenosierten Läsionen bei. Neben seiner Rolle in 
der Blutgerinnung besitzt TF weitere biologische Funktionen. So ist TF unter anderem in 
Entzündungsreaktionen und bei der Zelladhäsion und -migration an der Gefäßwand 
beteiligt [Eilertsen & Osterud 2004].  
Entgegen der früheren Annahme, dass TF nur extrazirkulär in der Gefäßwand lokalisiert ist 
und nur durch Gefäßverletzung und Endothelschaden mit dem Blutstrom in Kontakt 
kommt [Wilcox et al. 1989], konnten Giessen et al. 1999 nachweisen, dass Tissue factor 
auch in der peripheren Blutbahn vorhanden ist [Giesen et al. 1999]. Dieser als „blood-
borne“ bezeichnete TF ist potentiell aktiv und kann somit zur Thrombosebildung beitragen 
[Himber et al. 2003]. Die zirkulierende Form von TF kann mit Leukozyten oder 
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Thrombozyten assoziiert vorliegen, aber auch zusammen mit Zellfragmenten, so genannten 
Mikropartikeln (MP), die von Monozyten und Thrombozyten sezerniert werden. Erhöhte 
Werte dieser zirkulierenden Form von Tissue factor finden sich bei verschiedenen 
Krankheiten, so auch bei der Atherosklerose [Mackman 2004]. Während der frühen Phase 
der Atherosklerose kann die Expression von TF auf Makrophagen-abhängigen 
Schaumzellen und auf den glatten Muskelzellen innerhalb der atherosklerotischen Läsion 
nachgewiesen werden. 
Mercier et al. konnten zeigen, dass chronisch renale Insuffizienz mit einer Aktivierung der 
TF- Koagulationskaskade assoziiert ist [Mercier et al. 2001]. Frühere Studien weisen darauf 
hin, dass Hämodialyse Auswirkungen auf die TF-Expression hat und so zum erhöhten 
Thrombose-Risiko von Dialysepatienten beiträgt. Yu et al konnten 2003 zeigen, dass 
Langzeit-Hämodialyse-Patienten erhöhte Werte an Tissue factor aufweisen als 
Kontrollpatienten [Yu et al. 2003a]. Außerdem konnten Mercier et al bei Dialysepatienten 
eine Stunde nach Beginn der Dialyse sowohl eine signifikante Erhöhung von Tissue factor 
im Serum als auch eine Erhöhung der TF-abhängigen pro-koagulativen Monozyten-
Aktivität nachweisen. Ob die TF-Erhöhung auf einen monozytären Mechanismus 
zurückgeht oder durch Thrombozyten verursacht wird, ist bis dato noch unklar. 
 
1.3.5 INDUZIERBARE STICKSTOFFMONOXIDSYNTHASE (INOS) 
Monozyten verfügen über Enzymsysteme, die zur Oxidation von LDL beitragen. Hierzu 
zählt unter anderem die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase iNOS, welche die 
Synthese von Nitroxid (NO) aus L-Arginin katalysiert. NO verursacht unter anderem eine 
Vasodilatation der Blutgefäße und ist somit wichtig für die Endothel-abhängige Regulation 
des Blutdrucks und Blutflusses. Als freies Radikal spielt es außerdem bei der unspezifischen 
Immunabwehr gegen eindringende Mikroorganismen eine Rolle [Bruckdorfer 2005]. 
Es gibt drei bekannte Isoformen der Stickstoffmonoxidsynthase [Papapetropoulos et al. 
1999], die jeweils nach dem Gewebe ihrer Entdeckung benannt worden sind: iNOS aus 
Makrophagen, die neuronale NOS (nNOS) und die endotheliale NOS (eNOS).  
iNOS besitzt ein Molekulargewicht von 131 kDa und ist auf Chromosom 17 lokalisiert. 
Während das von eNOS produzierte NO hauptsächlich für die Regulation des peripheren 
Widerstands und damit des Blutdruckes zuständig ist, besteht die Funktion des von iNOS 
produzierten NO vor allem in der unspezifischen Immunabwehr. Nach Induktion durch 
externe Stimuli, wie z.B. bakterieller Lipopolysaccharide, produziert iNOS Calcium-
unabhängig große Mengen an NO. Der Aktivierungsweg erfolgt über TLR4 und den 
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Transkriptionsfaktor NF-κB. Bei Re-Stimulation mit LPS kommt es zu einer Reduktion der 
iNOS-Expression [Bogdan & Nathan 1993]. 
Endothelial generiertem NO kommt eine wichtige vasoprotektive und anti-thrombotische  
Rolle zu. Neben seiner Funktion in der Blutdruckregulation und Steuerung des Gefäßtonus 
inhibiert NO die Aggregation von Thrombozyten, die Leukozytenadhäsion am Endothel 
und die Proliferation glatter Muskelzellen. Es wird vermutet, dass eine reduzierte 
Bioverfügbarkeit von NO einer der Hauptfaktoren in der Entstehung von Atherosklerose 
ist, auch wenn nicht klar ist, ob sie die Ursache oder Folge der endothelialen Dysfunktion 
ist [Naseem 2005].  
iNOS wird in den Makrophagen atherosklerotischer Läsionen exprimiert, während es in 
der normalen Gefäßwand dahingegen nicht nachgewiesen werden konnte [Buttery et al. 
1996]. Außerdem wurde beschrieben, dass Atherosklerose-assoziierte Faktoren wie oxLDL 
und HSP 60 die NO-Produktion reduzieren können [Wong et al. 1995; Yang et al. 1994].  
In einer Studie über die Rolle von iNOS bei Urämie konnten Moeslinger et al. 2001 
[Moeslinger & Spieckermann 2001] zeigen, dass es durch erhöhte Harnstoff-Spiegel zu 
einer Inhibition von iNOS kommt, was zu einer erhöhten Makrophagen-Proliferation und 
einer Progression der Atherosklerose führt.  
Initiale Experimente deuteten auf eine verminderte Heraufregulierung von iNOS auf 
Monozyten von Dialysepatienten hin. Diese war zudem mit einer Minderexpression von 
TLR4 assoziiert. 
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1.4 ZIEL DER STUDIE UND STUDIENDESIGN 
Ziel der Studie ist die Identifikation hämodialyse-assoziierter Veränderungen von 
Monozyten. Hierbei soll ein spezieller Fokus auf molekulare und klinisch relevante 
Mechanismen von pro-inflammatorischen Triggern gelegt werden. In der praktischen 
Durchführung wurde die Real-Time PCR als technisch ausgereifte Methode zur exakten 
Quantifizierung spezifischer mRNA-Expression gewählt. Grundlage ist die Mitte der 
achtziger Jahre entwickelte Polymerase Kettenreaktion (PCR), welche spezifische DNA-
Zielsequenzen [Saiki et al. 1985] durch definierte spezifische Primer in einer enzymatischen 
in vitro-Replikation nahezu exponentiell amplifiziert. Bei der TaqMan-PCR sind im 
Gegensatz zur herkömmlichen PCR, bei der erst nach Beendigung der Reaktionszyklen 
eine semi-quantitative Auswertung erfolgt, Amplifikation und Nachweis der PCR-Produkte 
simultan in einem Reaktionsgefäß möglich. Somit kann nicht nur eine 
Endpunktquantifizierung wie bei der ursprünglichen PCR erfolgen, sondern auch eine 
„Real-Time“-Quantifizierung, die während der exponentiellen Amplifikationsphase der 
eingesetzten Nukleinsäuren bestimmt wird [Heid et al. 1996]. Dieser Vorteil macht die 
Real-Time PCR zu einer wertvollen Validierungsmethode von Genexpressionswerten aus 
Mikroarray-Daten. 
Die Mikroarray-Technologie bietet heute eine optimale Methode zur Bestimmung der 
Genexpression bestimmter Zellen unter definierten Bedingungen. Durch die Möglichkeit, 
große Mengen von Gensequenzen auf einem Array zu untersuchen, kann ein umfassendes 
Expressionsprofil unter verschiedenen experimentellen Bedingungen erstellt werden. 
Neben zahlreichen weiteren Anwendungsmöglichkeiten kann die Arraytechnologie in der 
Pathogeneseforschung auch als Screeningverfahren für die Identifikation von 
Schlüsselmolekülen verwendet werden. 
 
Wie in der Einleitung beschrieben gibt es starke Anhaltspunkte, dass chronische (Mikro-) 
Inflammation ein zentraler Pathomechanismus der gesteigerten kardiovaskulären Mortalität 
im Dialysekollektiv ist. Repetitive LPS-Stimulation durch Rückfiltration während der 
Hämodialyse, Blut-Membran-Interaktionen und die Urämie per se können eine Monozyten-
Aktivierung hervorrufen und verstärken. Atherosklerostische Prozesse werden beschleunigt 
und Komplikationen wie z.B. Plaque-Rupturen verstärkt. 
Im Rahmen dieser Dissertation wählten wir zwei unterschiedliche Strategien zur 
Charakterisierung der Rolle von Monozyten im Rahmen der akzelerierten Atherosklerose 
bei Dialysepatienten: Zum einen untersuchten wir in einem offenen Studiendesign mithilfe 
der Mikroarray-Technologie die  Monozyten-Reaktionen im Rahmen der Urämie und 
während der Dialysebehandlung (Projekt A). Auf der anderen Seite erfolgten Hypothese-
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gesteuerte Studien in Bezug auf bestimmte Regulationsmechanismen und Signalketten bei 
Monozyten von Dialysepatienten für die eine Rolle in der Pathogenese der akzelerierten 
Atherosklerose vermutet wird (Projekt B). 
 
Projekt A): Urämie-assoziierte Veränderungen bei Monozyten:  
Array-basierte Screening Untersuchungen 
Innerhalb einer prospektiven Querschnittsstudie sollten relevante Veränderungen bei 
Monozyten von Dialysepatienten identifiziert werden. Hierzu sollten Monozyten von 39 
Dialysepatienten jeweils vor und drei Stunden nach Beginn der Dialyse aus peripherem 
Vollblut isoliert werden. Mit Hilfe des cDNA-Mikroarrays wurden Veränderungen in der 
Genexpression im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe untersucht. Außerdem 
sollten durch das Dialyseverfahren hervorgerufene Veränderungen in der Genregulation 
von Monozyten identifiziert werden. Hierzu wurde die vor der Dialyse isolierte 
Monozyten-DNA mit der nach dreistündiger Behandlung isolierten DNA mithilfe des 
DNA-Chips verglichen.  
Von allen teilnehmenden Dialysepatienten wurde eine umfangreiche Anamnese mit 
besonderem Fokus auf kardiovaskuläre Ereignisse und prädisponierende Erkrankungen 
erhoben. Auch wurden klinische Parameter wie z.B. Labor-Werte, Typ der 
Dialysemembran und Heparin-Dosierung aufgenommen. Für die anhand des Genchips als 
verändert identifizierten Gene wurden Primer etabliert, um die Unterschiede in der 
Expression auf Einzelpatientenniveau untersuchen zu können. Diese Experimente 
erfolgten mittels Taqman® Realtime PCR. 
 
Projekt B): Angeborene Immunität und Inflammation bei Dialysepatienten:  
Regulation von TLR4 
Hämodialyse ist mit einem komplexen Muster immunologischer Dysfunktionen 
gekennzeichnet. Da initiale Experimente auf eine Suppression des TLR4 bei 
Dialysepatienten hindeuten, sollte dieser Sachverhalt genauer untersucht werden. Hierzu 
wurde die Genexpression von TLR4 der in Projekt A) gewonnen Monozyten-RNA 
mithilfe der Realtime-PCR untersucht. Da die verminderte Expression des TLR4 mit einer 
Suppression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) assoziiert scheint, wurde 
auch die Expression von iNOS untersucht. Weiterhin sollten die Expression wichtiger 
inflammatorischer Mediatoren, wie Tissue factor und TNFα gemessen werden. 
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Die Monozyten RNA der Dialysepatienten und Kontrollen wurden außerdem mittels PCR 
auf die Expression ausgewählter in Projekt A) gefundener, verändert exprimierter Gene 
untersucht, um das Ergebnis des Chip-Experimentes zu bestätigen und hinsichtlich der 
Anamnese der einzelnen Probanden analysieren zu können. 
 
 
Abbildung 1-5: Übersicht über das experimentelle Design. Die Monozyten-RNA wurde zum einen für 
das Screening mittels Genchipanalyse, zum anderen für die direkte Untersuchung der Kandidatengene TLR4 
und Tissue Factor mittels Real-Time-PCR verwendet. Die Ergebnisse der Genchipanalyse wurden ebenfalls 
mit Hilfe der PCR verifiziert, um potentielle Kandidatengene zu identifizieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monozyten-RNA 
Screening Hypothesen-gesteuerte Analyse 
Genchipanalyse 
Regulation von TF 
Identifikation von Kandidatengenen 
PCR Regulation von TLR4 
PCR 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 PATIENTENKOLLEKTIV 
2.1.1 ÜBERSICHT ÜBER DAS PATIENTENKOLLEKTIV 
In dem Zeitraum von Oktober 2004 bis Mai 2005 nahmen insgesamt 39 Dialysepatienten 
[15 Männer (38,5 %) und 24 Frauen (61,5 %)] an der Studie teil. Die Rekrutierung der 
Patienten erfolgte sowohl auf der Dialysestation des Universitätsklinikums Aachen als auch 
in einem kooperierenden Dialysezentrum. Sämtliche Personen erhielten einen 
Aufklärungsbogen mit Informationen zur Studie und dem Verfahren der Blutentnahme. 
Außerdem musste von den Patienten eine Einverständniserklärung unterschrieben werden. 
Die Studie war zuvor bei der Ethikkommission angemeldet und genehmigt worden.  
Das Durchschnittsalter lag bei den Teilnehmern der Studie bei 65,4 ± 13,4 Jahren (Alters-
Range von 32 – 83 Jahren). In einer ersten Abnahme-Serie von Oktober bis Dezember 
2004 erfolgte die Blutentnahme von 30 Patienten aus dem Dialysezentrum. Im Mai 2005 
wurden zusätzlich 9 Patienten aus dem Universitätsklinikum Aachen hinzugezogen. 
Von jedem der teilnehmenden Patienten wurde eine ausführliche Anamnese mit speziellem 
Fokus auf Dialysekomplikationen, thrombotischen und kardiovaskulären Ereignissen 
erhoben. 
Die terminale Niereninsuffizienz und die daraus folgende Dialysepflicht war bei 27% 
(n=11) der Patienten auf diabetische Nephropathie, bei 21% (n=8) auf eine hypertensive 
Nephropathie, bei 15% (n=6) auf Zystennieren und bei 7,5 % (n=3) auf eine IgA-
Nephropathie zurückzuführen, und ein Patienten litt an einer Analgetika-Nephropathie. 
Bei 3 Patienten lag eine Amyloidose vor, bei einem Patienten war Transplantatversagen bei 
kongenitaler Einzelniere und bei einem anderen Patienten die Nephrektomie beidseits die 
Ursache der Dialysepflicht.  
Die Verteilung der Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz der teilnehmenden 
Dialysepatienten wird in Abbildung 2-1 dargestellt.  
Im Durchschnitt lag die Dauer der Dialysebehandlung bei 3,45 ± 2,7 Jahren (Minimum 0,5 
Jahre; Maximum 11,25 Jahre) mit einer mittleren Dialysezeit von 13,81 ± 1,5 Stunden pro 
Woche (Range von 12-18 Stunden).  
Als Dialysemembran wurde bei 34 Patienten der Polysulfon-Dialysator von Typ „Fresenius 
FX-60“ bzw. „F7 HP“ verwendet. 
79% (n=31) der Patienten besaßen als Shuntzugang eine Cimino-Brescia AV-Fistel, 10,5% 
(n=4) einen Shaldon Katheter und 10,5% (n=4) ein Goretex Interponat. 
Die Ultrafiltration pro Dialyse lag durchschnittlich bei 1,68 ± 1,23 Litern (Bereich von  
0 bis 5 Litern). 
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Abbildung 2-1: Darstellung der Ursachen für die terminale Niereninsuffizienz der teilnehmenden 
Dialysepatienten 
 
2.1.1.1 MEDIKAMENTEN-ANAMNESE 
Insgesamt nahmen 92,3% (n=36) der Dialysepatienten blutdrucksenkende Medikamente 
ein. Durchschnittlich erhielt jeder dieser Patienten 2,53 verschiedene Präparate (Range 1-5). 
Die Verteilung der verschiedenen Antihypertonika zeigt Tabelle 2-1 
 
Tabelle 2-1: Übersicht über die eingenommen Medikamente der ausgewählten Patienten. 
Präparat Anzahl der Patienten Angabe in Prozent 
ACE-Hemmer 14 35,9 % 
ß-Blocker 20 51,3 % 
Calcium-Antagonisten 13 33,3 % 
Diuretika 25 64,1 % 
Andere 7 17,9 % 
 
Bei 24 Patienten (61,5%) bestand eine Dauerbehandlung mit ASS und 13 Patienten (33,3%) 
nahmen regelmäßig Statine ein. Phosphatbinder erhielten 17 Patienten (43,6%), wovon 8 
Personen Sevelamerhydrochlorid, 7 Personen calciumhaltige Phosphatbinder und 2 
Patienten beide Präparat-Typen einnahmen.  
Regelmäßige Vitamin D-Substitution erhielten 29 Patienten (74,4%), wovon 16 Personen 
mit Vitamin-D-Analoga und 13 Patientin mit Cholecalciferol behandelt wurden. 
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2.1.1.2 KOMORBIDITÄT  
Bei der Anamnese der Komorbidität wurde der Schwerpunkt auf kardiovaskuläre und 
andere für Atherosklerose relevante Erkrankungen der Schwerpunkt gelegt. 
Bei 20 Patienten (51,3%) war eine koronare Herzkrankheit (KHK) diagnostiziert worden, 4 
Patienten (10,3%) hatten zum Zeitpunkt der Blutentnahme bereits einen Myokardinfarkt 
erlitten. Eine periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) fand sich bei 8 Personen 
(20,5%), wohingegen nur 3 Patienten (7,7%) bis dato an einer venösen Thrombose 
erkrankt waren. Bei 12 Patienten (30,8%) waren bereits Shuntverschlüsse aufgetreten, 
wobei die Zahl der Verschlüsse pro Patient von einen einzigen Ereignis bis hin zu bereits 
fünf erfolgten Episoden variierte. 
An Diabetes mellitus litten 17 Patienten (43,6%), wovon 13 (76,5%) insulinpflichtig waren. 
Gewicht und Körpergröße wurden von allen Patienten ermittelt und daraus der Body-Maß-
Index (BMI = kg/m²) berechnet. Dieser lag im Mittel bei 26,7 ± 6,7 (Range 12,9 – 45,7). 
Regelmäßige Raucher waren 7 Patienten (17,9%). Die Verteilung der Komorbidität stellt 
Abbildung 2-2 dar. 
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Abbildung 2-2: Verteilung der Komorbidität der teilnehmenden Dialysepatienten 
 
Parallel zu den Blutentnahmen für die Monozytenisolation wurden eine Reihe 
Atherosklerose- und Inflammations-relevanter Laborparameter bei den Dialysepatienten 
bestimmt. Hierzu zählen das c-reaktive Protein (CRP), Cholesterin und Triglyceride, 
Phosphat und Calcium, sowie Parathormon und Ferritin. Als Marker für die 
Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Blutabnahmen wurde Kreatinin bestimmt. Außerdem 
wurde bei allen Patienten jeweils bei der ersten und zweiten Abnahme ein 
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Differentialblutbild erstellt. Aus Tabelle 2-2 sind die Werte der einzelnen Parameter des 
Gesamtkollektivs sowie die Verteilung der Komorbiditäten zu entnehmen. 
 
2.1.1.3 PATIENTEN MIT KORONARER HERZKRANKHEIT 
Da die Genexpression von Monozyten auf Dialyse-abhängige Marker untersucht werden 
sollte, wurde das Patientenkollektiv in Subpopulationen unterteilt. Patienten mit 
anamnestisch koronarer Herzkrankheit (KHK) wurden von denjenigen ohne diese 
Erkrankung getrennt. Somit war es möglich, eventuelle KHK-abhängige oder –assoziierte 
Veränderungen in der Genexpression der Dialysepatienten zu identifizieren. Bei 20 der 39 
Patienten (51,3%) war bis zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine koronare Herzkrankheit 
(KHK) diagnostiziert worden.  
Über die klinische Charakterisierung der Subgruppen „KHK“ und „ohne KHK“ bietet 
Tabelle 2-2 eine Übersicht. 
 
Risikofaktoren für Atherosklerose sind in der Gruppe der KHK-Patienten vermehrt 
vorhanden: 55% (n=11) der KHK-Patienten sind Diabetiker, davon sind 82% (n=9) 
insulinpflichtig. Die Anzahl der Raucher ist in der Gruppe der KHK-Patienten mit 20% 
(n=4) gegenüber den Nicht-KHK-Patienten mit 15% (n=3) nur unwesentlich erhöht.  
In den Laborwerten ist auf folgende Parameter hinzuweisen: 
Das C-reaktive Protein als Inflammationsmarker liegt mit einem Durchschnittswert von 
10,4 bei KHK Patienten bei etwa dem doppelten Wert Patientengruppe ohne KHK. Die 
durchschnittlichen Cholesterinwerte sind in beiden Gruppen etwas erhöht (Normwert: 
<200 mg/dl), der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist aber nicht signifikant 
(223,54 mg/dl bei KHK-Patienten und 203,47 mg/dl bei Patienten ohne KHK, p=0,23). 
Bei den KHK-Patienten erhielten 7 Patienten regelmäßig cholesterinsenkende 
Medikamente, während in der Patientengruppe ohne KHK 6 Personen Statine einnahmen. 
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 Alle Patienten KHK ohne KHK 
Charakteristika n=39 n=20 n=19 
    
Alter (Jahre) 65,5 70,5 60,2 
     Range 32-83 49-83 32-82 
Geschlecht (männlich/weiblich) 15/24 5/15 9/10 
Dauer der Dialyse (Jahre) 3,45 2,89 4,1 
Dauer der Dialyse pro Woche (Stunden) 13,81 13,43 14,21 
BMI (kg/m²) 26,7 27,4 26 
Raucher (%) 17,9 20,0 15,8 
Diabetes mellitus (%) 43,6 55,0 31,6 
     davon insulinpflichtig (%) 76,5 81,8 66,7 
Myokardinfarkt (%) 10,3 20 0 
pAVK (%) 23 30 15,8 
Thrombosen (%) 7,7 5 10,5 
Shuntverschlüsse (%) 58,9 60 63,2 
    
CRP (mg/l) 8,29 10,4 5,97 
Cholesterin (mg/dl) 211,96 223,54 203,47 
Triglyceride (mg/dl) 256,6 247,9 262,4 
Gesamtprotein (g/l) 65,47 63,5 66,54 
Kreatinin (mmol/l) 709,69 635,15 788,16 
Albumin (g/l) 35,8 34,6 37,3 
Ca2+ (mmol/l) 4,82 2,44 7,32 
Phosphat (mmol/l) 1,57 1,57 1,56 
PTH (pmol/l) 58,87 60,87 56,48 
Ferritin (µg/l) 501,46 607,21 389,84 
Hb (g/l) 115,3 114,7 115,93 
Erythrozyten (Tera/l) 3,66 3,58 3,74 
Thrombozyten (Giga/l) 238,74 247,45 229,58 
Leukozyten (Giga/l) 7,3 7,49 7,1 
Monozyten vor Dialyse (%) 8,4 8,67 8,6 
Monozyten nach Dialyse (%) 7,22 7,33 7,12 
Tabelle 2-2 
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2.1.2 ÜBERSICHT ÜBER DAS KOLLEKTIV DER KONTROLLPERSONEN 
Für eine aussagekräftige Kontrollgruppe wurden 30 Kontrollpersonen rekrutiert. 
Ausschlusskriterien für die Teilnahme an der Untersuchung war das Vorhandensein 
jeglicher Nieren-, Herz- und Gefäßerkrankungen. Außerdem wurden keine Patienten mit 
Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen, wie Rauchen, Hypertonie, 
Hypercholesterinämie oder Diabetes mellitus mit in das Kollektiv aufgenommen. Genauso 
wurden Personen mit erhöhten Entzündungsparametern (CRP oder Leukozytenzahl) 
ausgeschlossen. 
Das Kontrollkollektiv konnte in Bezug auf Geschlecht und Alter gut auf das 
Patientenkollektiv abgestimmt werden: 36,6% (n=11) Männer und 63,3% (n=19) Frauen, 
die zum Zeitpunkt der Blutentnahme ein Durchschnittsalter von 67,8 ± 15,5 Jahren (Range 
von 33 – 88 Jahren) aufwiesen. Eine Übersicht über die Geschlechts- und Alters-Verteilung 
von Patienten- und Kontroll-Kollektiv bieten Abbildung 2-3 und 2-4. 
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Abbildung 2-3 Abbildung 2-4                                                    
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2.2 MATERIALIEN UND BEZUGSQUELLEN 
Chemikalien  
 
Alle Chemikalien wurden in p. A.-Qualität eingesetzt und von den Firmen AGS 
(Heidelberg), BioRad (München), Biotest (Dreieich), Boehringer (Mannheim), Calbiochem 
(Bad Soden), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Schwalbach), 
Nycomed (Oslo, Norwegen), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), PAA Industries 
(Marburg), Sigma (Deisenhofen) und Whatman (Maidstone, England) bezogen. 
 
Verbrauchsmaterial: 
 
Die eingesetzten Verbrauchsmaterialien stammten von den Firmen KABE Labortechnik 
(Nümbrecht), Applied Biosystems (Weiterstadt), Eppendorf (Hamburg), Millipore 
(Eschborn), Gilson (Bad Camberg), Sartorius (Göttingen), Serva (Heidelberg), Sigma 
(Deisenhofen), Sarstedt (Nümbrecht) und Whatman (Maidstone, England). 
 
Medien  und Puffer   
MEM Minimal Essential Medium 
Gibco® Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland 
PBS Phosphate Buffered Serum 
Gibco® Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland 
FCS  Fetales Kälberserum 
Biochrom, Berlin, 
Deutschland 
MACS-Puffer® 
PBS + 0,5% FCS + 2mM 
EDTA 
Miltenyi Biotec GmbH, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
RLT-Puffer® RNeasy Lyse-Puffer 
Qiagen, Hilden, 
Deutschland 
LB-Medium 
Bactotrypton + Hefeextrakt + 
NaCl + Agar für Festmedien 
PEG8000 40% 
Eigene Anmischung 
TSS: Transformation 
and Storage Solution: 
8x LB-Medium + PEG8000 
40% + DMSO + 400mM 
MgCl2 
Eigene Anmischung 
 
Antikörper: 
  
CD14 Mikrobeads, 
human 
Ord.No.: 130-050-201 
Miltenyi Biotec GmbH, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
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Bakterienstamm   
E.coli-Stamm DH5α   
 
 
  
Geräte und Kits:   
Monozytenseparation:   
Lymphoflot® REF 824 012 
Biotest, Dreireich, 
Deutschland 
Magnetsäule zur 
Monozytenseparation 
Cat.No.: 130-042-201 
Miltenyi Biotec GmbH, 
Bergisch-Gladbach, 
Deutschland 
   
RNA-Isolation:   
Qiagen Rneasy Mini Kit 
(250) 
Cat.No. 74106 
Qiagen, Hilden, 
Deutschland 
Qiashredder (250) Cat.No 79656 
Qiagen, Hilden, 
Deutschland 
Reagent Kit RNA 6000 
Nano Assay 
Cat.No 5065-4476 Agilent Technologies, UK 
 
Reverse 
Transkription: 
  
Superscript First-Strand 
Synthesis for RT-PCR 
Cat.No. 11404-018 
Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland 
Thermocycler PTC-100 
Programmable Thermal 
Controller 
 
MJ Research Inc; 
Watertown, MA 
 
PCR: 
 
 
 
PCR Kit Part No. 9PIM750 
Promega, Mannheim, 
Deutschland  
qPCR Core Kit for 
Sybr®Green I 
Cat.No. 28704 
Eurogentec, Köln, 
Deutschland  
ABI PRISM 7700 
Sequence Detector 
 Applied Biosystems, USA 
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Klonieren von cDNA: 
pGEM®-T and 
pGEM®-T Easy Vector 
Systems 
Part No. 9FB033 
Promega, Mannheim, 
Deutschland 
Mikroarray:   
GeneChip® „Human 
Genome U133 Plus 2.0 
Array“ 
Part No. 900470 Affymetrix, UK 
Waschstation (Fluidics 
Station 450) 
Part No. 00-0079 Affymetrix, UK 
GeneChip-Scanner Part No. 00-0332 Affymetrix, UK 
 
Sonstige Laborgeräte:  
  
Kendro Megafuge 1.0R  
Heraeus, Hanau, 
Deutschland 
Tischzentrifuge: 
Eppendorf Zentrifuge 
5417R 
No. 5407 08136 
Eppendorf GmbH, 
Hamburg, Deutschland 
UV Spektrometer   
Pharmacia Biotech, 
Uppsala, Schweden  
Vortexer: MS1 
Minishaker IKA®  
 Wilmington, NC, USA 
 
Software: 
  
Mikroarray Analysis 
Suite (MAS 5.0) 
 Affymetrix, UK 
GC-RMA (GeneChip 
robust multichip avarge) 
 Bioconductor 
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2.3 METHODEN 
2.3.1 ISOLATION VON PERIPHEREN MONOZYTEN  
2.3.1.1 PRINZIP DER MONOZYTENISOLATION AUS PERIPHEREM BLUT 
Die verschiedenen Zellen des Immunsystems werden aufgrund der Expression von 
unterschiedlichen Oberflächenmolekülen, den sog. CD-Markern (=“cluster of 
differentiation“), charakterisiert. Diese CD-Moleküle werden von monoklonalen 
Antikörpern erkannt. Monozyten sind Bestandteil der unspezifischen zellulären Abwehr 
und zeichnen sich durch die Expression von CD14 auf ihrer Oberfläche aus. Diese 
Eigenschaft macht man sich zur Isolation von Monozytenpopulation aus Vollblut zunutze. 
Um eine reinere Auftrennung und eine größere Menge an Zellen zu erhalten, wurden 
zuerst die mononukleären Zellen (PBMC: peripheral blood mononuclear cells) mit Hilfe 
eines Dichtegradienten (Lymphoflot®) von den restlichen Blutbestandteilen getrennt. Aus 
dieser PBMC-Suspension wurden anschließend durch eine Positiv-Selektion mit 
magnetischen Antikörpern gegen CD14 die Monozyten isoliert. 
 
2.3.1.2 ISOLATION VON MONONUKLEÄREN ZELLEN AUS PERIPHEREM BLUT MIT LYMPHOFLOT 
Die entnommen 15 ml EDTA-Blut wurden 1:1 mit PBS gemischt und vorsichtig in einem 
50ml Falcon-Röhrchen auf 20ml eiskaltes Lymphozytentrennmedium (Lymphoflot®) 
geschichtet. Nach Zentrifugation ohne Bremse bei 2400 rpm und 4°C entstanden 4 
Phasen: eine oberste Schicht mit Plasma, eine weißliche Bande mit Lymphozyten, das 
Trennmedium und unten als Pellet Erythrozyten und Granulozyten. Mittels einer sterilen 
Pasteurpipette konnte die weißliche Bande mit den Lymphozyten entnommen und in ein 
neues Falcon-Röhrchen überführt werden. Diese wurde bis auf 50ml mit MEM (Minimal 
Essential Medium) aufgefüllt und für die magnetische Zellseparation weiterverwendet.   
 
2.3.1.3 DIE MAGNETISCHE ZELLSEPARATION 
Zur Isolation der CD14-positiven Monozyten wurden die Lymphozyten mit 
paramagnetischen Antikörpern inkubiert. Diese besitzen in ihrem Inneren einen 
paramagnetischen Kern und sind an der Oberfläche mit einem monoklonalen Antikörper 
(MAK) gegen CD14 beschichtet. So wurden CD14-positive Zellen durch den MAK 
markiert und mit paramagnetischen Eigenschaften versehen. Nach der Inkubation von 15 
min wurde die Suspension auf eine Trennsäule aufgetragen, die in einem 
Permanentmagneten eingesetzt war. Die magnetisch markierten Zellen wurden im 
Hochgradienten-Magnetfeld auf der Säule, welche im Inneren mit beschichteten 
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Stahlkugeln ausgekleidet ist, zurückgehalten, während die unmarkierten Zellen die Säule 
passierten.  Nach drei Waschschritten mit je 3ml MACS Puffer wurde die Säule aus dem 
Magneten entnommen und durch Zugabe von 5ml Puffer die Monozyten in einem Gefäß 
aufgefangen. 
 
 
Abbildung 2-5: Prinzip der magnetischen Zellseparation [aus CD14 Mikrobeads human, Data Sheet, Mitenyi 
Biotec] 
 
 
Die isolierten Monozyten wurden abzentrifugiert und in RLT-Puffer mit ß-
Mercaptoethanol resuspendiert um bis zur RNA-Isolation bei –80°C aufbewahrt werden zu 
können. Die Reinheit der Monozytenpopulation wurde mit Hilfe der FACS-Technologie 
überprüft. 
 
Abbildung 2-6: Beispiel der Positivseparation von CD14+Zellen aus PBMC [aus CD14 Mikrobeads 
human, Data Sheet, Mitenyi Biotec] 
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2.3.2 ISOLATION VON GESAMT-RNA AUS PERIPHEREN MONOZYTEN 
2.3.2.1 GRUNDLAGEN 
Beim Umgang mit RNA ist grundsätzlich darauf zu achten, dass die als Einzelstrang 
vorliegende RNA besonders empfindlich gegenüber abbauenden Enzymen, so genannten 
Ribonukleasen (RNasen) ist. Folglich wurden sämtliche mit der RNA in Berührung 
kommenden Materialien autoklaviert oder mit RNase-Inhibitoren gereinigt. Das am Ende 
zur Aufnahme der RNA benötigte Wasser wurde nach Zugabe von 0,1%  
Diethylpyrocarbonat (DEPC) autoklaviert, welches ein starker RNase-Inhibitor ist. 
 
Zur eigentlichen RNA-Extraktion wurde das RNeasy-Kit der Firma Qiagen benutzt. Das 
Prinzip beruht auf der selektiven Bindung von RNA auf einer Silikon-Gel Membran. Ein 
spezielles Puffersystem ermöglicht die Bindung von bis zu 100µg RNA mit einer Länge 
von über 200 Basenpaaren. Dadurch wird vor allem die aus über 200 Basenpaaren 
bestehende mRNA angereichert. Kleinere RNA-Stränge wie rRNA oder tRNA werden von 
der Isolation ausgeschlossen. Die Zugabe von Ethanol verbessert die Bedingungen für die 
Bindung der RNA an der Membran, indem Kontaminationen effizient entfernt werden. 
Die Monozyten wurden direkt nach Isolation in RNase-inhibierendem Puffer (RLT-Puffer 
mit 1% ß-Mercaptoethanol) lysiert und bei –80°C eingefroren. Während der RNA-
Isolierung wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt, zentrifugiert wurde bei 4°C. 
 
2.3.2.2 DIE RNA-ISOLATION MIT RNEASY 
Die in RLT-Puffer mit 1% ß-Mercapthoethanol lysierten Monozyten wurden auf Eis 
aufgetaut. Um ein homogenes Präparat zu bekommen, wurde das Lysat in eine Säule mit 
Shredder-Funktion (QIAshredder von Qiagen) 2 min bei maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Anschließend wurde 1 Volumen 70% Ethanol in das homogenisierte Lysat 
gegeben und durch Pipettieren vorsichtig gemischt. Das Gemisch wurde auf eine RNeasy-
Mini-Säule gegeben, die in einem 2ml-Eppendorf-Gefäß platziert wurde. 
Durch 15 sec Zentrifugieren bei 10,000 rpm wurde die RNA auf die Membran geladen. 
Der Durchlauf wurde verworfen. Zum Waschen der auf der Membran gebundenen RNA 
wurde zweimal mit je 500µl RPE-Puffer zentrifugiert und der Durchlauf erneut verworfen. 
Um das Silikon-Gel zu trocknen, wurde anschließend 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. 
Abschließend wurde die RNeasy-Säule auf ein neues RNase-freies Eppendorf-Gefäß 
gesetzt und die RNA mit 25µl RNase-freiem Wasser aus der Membran gelöst. 
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2.3.2.3 QUALITÄTSKONTROLLE UND QUANTIFIZIERUNG DER RNA 
Die RNA-Konzentration wurde mit dem RNA 6000 Nano LabChip Kit von Agilent 
bestimmt. Der Vorteil dieser Methode gegenüber einer photometrischen Bestimmung ist, 
dass bereits sehr kleine Mengen RNA nachgewiesen werden können und zusätzlich ein 
Gelbild generiert wurde, auf dem man bereits eine vorhandene Degradierung der RNA 
feststellen konnte. 
Der RNA-Chip besteht aus miteinander verbundenen Mikrokanälen, in denen 
Nukleinsäurefragmente nach Größe getrennt werden, welches einer elektrophoretischen 
Auftrennung entspricht. Analysiert wird diese Auftrennung anhand eines Leiters mit 
definiertem RNA-Gehalt durch den Agilent 2100 Bioanalyser. Zunächst wird das Gel 
durch Zentrifugation durch einen Filter gesiebt und mit 1,5% Farbstoff-Konzentrat 
versehen. Dieses Gel wird unter Druck in die Mikrokapillaren des Chips gepresst und die 
Wells des Chips mit je 5µl RNA 6000 Nana Marker und 1µl RNA-Template beladen. Der 
Bioanalyser misst die entsprechende RNA-Konzentration jeder einzelnen Probe. 
 
2.3.3 REVERSE TRANSKRIPTION 
Da die RNA nicht direkt als Template in die PCR eingesetzt werden kann, muss sie erst mit 
Hilfe der reversen Transkriptase (RT) in einen komplementären DNA-Strang (cDNA) 
umgeschrieben werden. 
Für die RT verwendeten wir das Kit von Invitrogen: „First-Strand Synthesis Using Random 
Primers“. Alle Arbeitsschritte wurden wie vom Hersteller beschrieben durchgeführt. 
 
Tabelle 2-3: Standardpipetierprotokoll für den Mastermix I zur reversen Transkription 
Menge Reagenz 
1µl Oligo dT Primer 
2,5µl Random Hexamers 
10 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
 
Hierbei wurde zunächst der Mastermix zum RNA-Template gegeben. Oligo dT-Primer 
hybridisieren am Poly (A)-Schwanz am 3´Ende der mRNA und schreiben daher selektiv 
alle mRNA-Moleküle (2-4% der Gesamt-RNA) in cDNA um. Random-Hexamers sind 
Oligonukleotide mit einer statistischen Basenzusammensetzung, die an verschiedenen 
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Stellen eines RNA-Moleküls hybridisieren können. So wird die komplette RNA-Population 
inklusive rRNA und tRNA in cDNA umgeschrieben. Dies hat den Vorteil, dass auch 
RNA-Sequenzen in Form von Einzelfragmenten vollständig umgeschrieben werden. Nach 
der 10 minütigen Denaturierung der RNA bei 70°C wurde den Proben untenstehendes 
Gemisch zugegeben. 
 
Tabelle 2-4: Standardpipettierprotokoll der reversen Transkription. 
Menge  Reagenz 
2µl Hersteller-eigener RT-Puffer 
4µl 25mM MgCl2 
2µl DDT 
1µl RNase Out 
 
„RNase Out“ ist ein rekombinanter Ribonuklease-Inhibitor, der den frühzeitigen Verdau 
von RNA verhindert. 
Bei 25°C im Thermocycler erfolgte nach Zugabe von „Supersript II RT“ das „Annealing“ 
(Ankopplung zweier synthetischer Oligonukleotide). 
Dieses Enzym ist thermostabil bis 50°C und hat im Gegensatz zu anderen reversen 
Transkriptasen eine reduzierte RNase H-Aktivität, welches einen verminderten Abbau von 
mRNA während der cDNA-Synthese bewirkt. 
Die cDNA-Synthese erfolgte 50 min bei 42°C. Anschließendes Erhitzen auf 70°C beendete 
die Reaktion. 
Nach kurzem Abkühlen der Proben auf Eis wurden diese 20 min bei 37°C mit RNase H 
inkubiert, einem Enzym, welches spezifisch RNA aus RNA:DNA-Hybridmolekülen 
abbaut.  
Die entstandene cDNA wurde anschließend in einem zweiten Schritt als Template für die 
PCR eingesetzt. 
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Abbildung 2-7: Schematische Darstellung der reversen Transkritption [verändert nach www.affymetrix.com] 
 
 
2.3.4 RNA-PRÄZIPITATION 
Sowohl RNA als auch DNA können aus salzhaltigen Lösungen durch Zugabe von Alkohol 
präzipitiert werden. Der wässrigen RNA-Lösung wurde 1/10 Volumen einer 3 M Natrium-
Acetat-Lösung mit pH 5,5 sowie 2,5faches Volumen bei –20°C vorgekühltes 96% Ethanol 
zugefügt. Die Präzipitation erfolgte bei –20°C über Nacht. Anschließend wurde die Probe 
30 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Präzipitat wurde mit 500µl 
70% Ethanol gewaschen und weitere 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das 
entstandene Pellet wurde bei Raumtemperatur trocknen gelassen und in 10µl DEPC-
Wasser aufgenommen. So konnte eine RNA-Konzentration von etwa 1µg/µl erreicht 
werden. 
 
2.3.5 POLYMERASEKETTENREAKTION 
2.3.5.1 GRUNDLAGEN 
Die Methode der Polymerasekettenreaktion ermöglicht die enzymatische Herstellung von 
millionenfachen Kopien bestimmter Nukleotidsequenzen. Durch diesen als Amplifikation 
bezeichneten Vorgang sind auch sehr geringe Mengen an DNA nachweisbar und der 
Klonierung zugänglich zu machen. Das entscheidende Prinzip der PCR ist die zyklische 
Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte, wodurch die Matrize exponentiell 
amplifiziert wird. 
Der PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden 
DNA-Doppelstranges bei 95°C. Es entstehen komplementäre Einzelstränge, die als 
Vorlage dienen. 
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An diese hybridisieren im zweiten Schritt, dem Annealing, synthetische Oligonukleotide, 
die sog „Primer“ bei einer Temperatur von 65°C. Dabei wird die Sequenz der Primer so 
gewählt, dass sie spezifisch eine Sequenz der Templates erkennen und sich nur am 
gewünschten Genabschnitt komplementär anlagern. Im dritten Schritt erfolgt durch das 
Enzym DNA-Polymerase die Amplifikation des Sequenzabschnittes, der zwischen 
angelagerten Primern liegt. Es entstehen so zwei doppelsträngige DNA-Fragmente des 
gesuchten Genabschnittes. Durch 25-40fache Wiederholung dieses Zyklus vervielfältigt 
sich also die Anzahl der Fragmente exponentiell. 
 
Für die qualitative Amplifikation von Genabschnitten im Rahmen von 
Klonierungsexperimenten von Standards bedienten wir uns der konventionellen PCR 
mithilfe der thermostabilen Taq-Polymerase im programmierbaren Heizblock 
(Thermocycler).  
 
Zum quantitativen Nachweis von Genabschnitten der Patientenproben verwandten wir die 
Technik der Realtime-PCR, bei der die Amplifikation online mit Hilfe spezifischer Sonden 
bzw. mit Hilfe der SYBR-Green Technologie sichtbar gemacht wurde.   
 
2.3.5.2 PCR IM THERMOCYCLER 
Für die PCR verwendeten wir das PCR-Kit von Promega. Pro Probe wurden zusätzlich 
zum fertig gelieferten Mastermix außerdem je 1µl der entsprechenden Primer sense und 
antisense hinzu gegeben.  
Die Primer wurden mit Hilfe des Primer-Express Programms von Applied Biosystems 
ausgewählt. Dabei wählten wir die Lage der Primer bzw. Sonden intron-überspannend, so 
dass bereits durch die Primerwahl eine cDNA spezifische Amplifikation gewährleistet 
wurde und die Ko-Amplifikation von unerwünschter genomischer DNA ausgeschlossen 
ist. Anhand der erhaltenen Amplikongrößen sowie mittels Überprüfung der erwarteten 
Schnittstellen durch Restriktionsverdau konnten wir die Spezifität der einzelnen Primer-
Systeme effizient überprüfen.  
 
Je 2µl der Proben wurde mit 18µl des unten beschriebenen Mastermixes gemischt und die 
PCR über 40 Zyklen im Thermocycler durchgeführt.  
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Tabelle 2-5: Inhalt des fertig gelieferten Mastermixes der Firma Promega  
Menge Reagenzien 
50 units/ml Taq DNA Polymerase 
400µM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
3 mM MgCl2 
 Reaktionspuffer 
 
Tabelle 2-6: Standard Thermo-Cycler Programm für die PCR 
Schritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 95°C 2 min 
Denaturierung 95°C 1 min 
Annealing 65°C 40 Sek 
Amplifikation 72°C 40 Sek 
Anzahl der Zyklen: 40   
 
 
2.3.5.3 TAQMAN® REAL-TIME PCR 
Die Real-time PCR mit Hilfe der TaqMan® -Technologie ist eine Methode zur Detektion 
und Quantifizierung von Nukleinsäuren in Echtzeit und eignet sich als Verfahren, um das 
Expressionsverhalten einiger weniger Gene sehr präzise zu untersuchen. Im Gegensatz zur 
konventionellen PCR findet hier die Detektion bereits während der Amplifikation statt. 
Basierend auf Fluoreszenz-markierten Sonden oder eines Fluoreszenzfarbstoffes kann die 
Amplifikation in Echtzeit verfolgt werden. In jedem Reaktionszyklus nehmen die 
fluoreszierenden PCR-Produkte und damit die Intensität der lichtinduzierten Fluoreszenz-
Emission zu. Da die Zunahme der Fluoreszenz und die Menge an neusynthetisierten PCR-
Produkten über einen weiten Bereich proportional zueinander sind, kann aus den 
gewonnenen Daten die Ausgangsmenge des Templates bestimmt werden. Eine 
gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate ist nicht mehr erforderlich. Über die 
Baseline wird eine feste Fluoreszenz-Schwelle (threshold) gesetzt, welcher vom 
Untersucher selbst definiert werden kann. Der Parameter CT (Threshold cycle) ist definiert 
als die Zyklusnummer, an dem die Fluoreszenzemission die gesetzte Schwelle 
überschreitet. 
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Abbildung 2-8: Produktamplifizierung bei der Real-time PCR. Dargestellt sind fiktive Kurvenverläufe 
mit von links nach rechts abnehmender Expressionstärke. Bei den zu höheren Zyklenzahlen gelegenen 
Kurven wird dieselbe Fluoreszenzintensität (Rn=Schwellenwert) erst später erreicht. 
 
2.3.5.4 REAL TIME PCR MIT SYBRGREEN® 
Sybr®Green ist ein interkalierender Farbstoff, der sich unspezifisch in Doppelstrang-DNA 
anlagert. Dadurch kommt es mit fortschreitender PCR-Reaktion zu einem 
Fluoreszenzanstieg. Der Vorteil von SYBRGreen® sind die universelle Verwendbarkeit, da 
es unspezifisch eingebaut wird und in jede beliebige PCR-Reaktion eingesetzt werden kann, 
sowie die hohe Signalstärke, da jedes DNA-Molekül mehrere Fluoreszenzmoleküle bindet. 
Es fehlt jedoch eine spezifische Bindung des Fluorophors an die zu amplifizierende Ziel-
DNA, so dass eine Unterscheidung zwischen korrektem Produkt und Artefakt oder 
Primerdimeren, die während der PCR-Reaktion auch einen Fluoreszenzanstieg verursachen 
können, nicht möglich ist.  
Wir benutzten für die Real Time PCR das „qPCR Core Kit for Sybr®Green I“ von 
Eurogentec. Dazu wird ein Mastermix nach Angaben des Herstellers erzeugt (Tabelle 2-7). 
Die Real Time PCR fand in Doppelbestimmung jeder einzelnen Patientenprobe mit Hilfe 
des ABI PRISM 7700 Sequence Detector von Applied Biosystems im geschlossenen 
Reaktionsgefäß nach in Tabelle 2-7 und 2-8 beschriebenen Schema statt. 
 
Die quantitative Bestimmung der Templates erfolgte sowohl mittels absoluter als auch 
relativer Quantifizierung. Bei der absoluten Quantifizierung fand die Messung anhand 
externer Standards, der entsprechenden Plasmid-DNA in unterschiedlichen 
Verdünnungen, statt. Für die relative Quantifizierung wurden dagegen die Housekeeping 
Gene GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase, einem Enzym der 
Glykolyse) und 18S (RNA der kleinen Untereinheit von eukaryoten Ribosomen) als 
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Referenz genutzt. Diese Referenzgene werden konstant exprimiert und bieten damit die 
Möglichkeit zur Normierung der Expressionsanalysen.  
 
Tabelle 2-7: Mastermix für die Real-Time PCR mit Sybr®Green  
Menge Reagenz 
 10x Reaktionspuffer 
50mM MgCl2 
5mM dNTP-Mix 
 Sybr®Green (gelöst in DMSO) 
 Primer sense 
 Primer antisense 
 TaqPolymerase „HotGoldStar“ 
 
Tabelle 2-8: Standardprotokoll für den Taqman® PCR Lauf 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Aktivierung der DNA-Polymerase 95°C 10 min 1x 
Denaturierung 95°C 15s 40x 
Annealing und Elongation 60°C 1 min 40x 
 
2.3.5.5 SCHMELZKURVENANALYSE 
Eine Differenzierung zwischen spezifischem Produkt und Primerdimeren beziehungsweise 
auch Mutationsanalysen sind im Anschluss an den PCR-Run mithilfe einer 
Schmelzkurvenanalyse möglich. 
In Abhängigkeit der Nukleotidlänge und -zusammensetzung zerfällt jeder DNA-
Doppelstrang bei einer für ihn charakteristischen Temperatur, der Schmelztemperatur, in 
seine zwei Einzelstränge. Da die doppelsträngige DNA von spezifischen PCR-Produkten 
einen höheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine 
Unterscheidung anhand der plötzlichen Fluoreszenzabnahme bei Erreichen der 
Schmelztemperatur möglich.  
Die Reaktionsprodukte werden erneut erst für 15 sec auf etwa 95°C aufgeheizt, dann für 20 
sec auf 60°C abgekühlt. Zuletzt werden sie über einer Zeitspanne von 5 min bis auf 95°C 
erhitzt und diese Temperatur dann für 15 sec gehalten. Diese fünfminütige Zeitspanne 
spiegelt den Schmelzbereich wieder. Während der gesamten Zeit wird kontinuierlich eine 
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Fluoreszenz aufgezeichnet. Bei Überschreiten der Schmelztemperatur des jeweiligen 
Produktes kommt es durch den kooperativen Aufschmelzprozess der cDNA zu einem 
Signalabfall.  
 
2.3.5.6 REAL TIME PCR MIT SPEZIFISCHEN SONDEN 
Bei einigen Targets war es möglich, die Taqman® PCR mit Hilfe spezifischer fluoreszenz-
markierter Sonden durchzuführen. Diese Methode ist im Gegensatz zum Nachweis mit 
Sybr®Green hochspezifisch. 
Die aus einem Oligonukleotid bestehenden Sonden sind sequenzspezifisch, d.h. 
komplementär zu den Genabschnitten, die amplifiziert werden sollen. An ihrem 5`Ende 
verfügen sie über einem fluoreszenten Reporterfarbstoff (Fluoreszein-Derivat, FAM oder 
VIC), während das 3`Ende einen Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat, TAMRA) trägt 
und außerdem mit einem Phosphatrest blockiert ist. Wird die intakte Sonde bei einer 
spezifischen Wellenlänge von 488 nm zur Fluoreszenz in freier Lösung angeregt, so wird 
die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes aufgrund der räumlichen Nähe zum Quencher 
nach dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) -Prinzip unterdrückt. Während 
der PCR hybridisiert die Sonde mit der Zielsequenz, der Reporterfarbstoff wird durch 
Hydrolyse durch die Taqpolymerase räumlich vom Quencher entfernt und emittiert bei 
Anregung detektierbare Fluoreszenz.  
Abhängig von der Menge des entstehenden PCR-Produktes steigt die Fluoreszenz des 
Reporters mit jedem PCR-Zyklus an. Dadurch ist während der exponentiellen Phase der 
PCR die gemessene Zunahme der Fluoreszenz direkt proportional zum entstandenen 
Amplifikat. Dieses ist wiederum proportional zur eingesetzten Template-Menge. 
Die Liste der eingesetzten Primer und Sonden ist in Tabelle 2-9 aufgeführt. 
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Tabelle 2-9: Übersicht über die Sequenzen der Primer und Sonden 
Gen Sequenz Reporter  Quencher 
GAPDH  5´-Fam-CCG-TTG-ACT-CCG-ACC-TTC-ACC-TCC-C-Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
18S 5´-FAM-GTA-ACC-CGT-TGA-ACC-CCA-TT-Tamra-3´ VIC® TAMRA 
iNOS 5´-Fam-TCA-AAG-GTC-TCA-CAG-GCT-GCC-CG-Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
TLR4 5´-FAM-AGC -TCT-GCC-TTC-ACT-ACA-GAG-ACT-TT-Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
TF 5´-FAM-GCCAGGAGAAAGGGGAATTC- Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
TNFα 5´-FAM-GCCAGGCAGGTTCTCTTCCT Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
AVPR1A 5´-FAM TGCTCGCACCCTGTGTCA Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
CNR1 5´-FAM CGCTTTCCGGAGCATGTT Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
IL1R2 5´-FAM CGCTTGTACGTGTTGGTAATGG Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
COX-2 5´-FAM GAATCATTCACCAGGCAAATTG Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
RARA 5´-FAM GACAAGTCCTCAGGCTACCACTATG Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
IL7R 5´-FAM GAAAACAAATGGACGCATGTGA Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
SPARC 5´-FAM GAAGCCCTGGATACCACCAA Tamra-3´ 6-FAM TAMRA 
 
 
 
Abbildung 2-9: Schematischer Ablauf der TaqMan®-PCR-Reaktion [verändert nach den Betriebsunterlagen 
für den ABI Prism 7000 SDS]. Durch die Taq-Polymerase kommt es zu einer Strangverlängerung an den 
eingesetzten Primern. Trifft die Taq-Polymerase auf die Sonde, wird durch ihre 5´-Exonuklease-Aktivität der 
Reporterfarbstoff von der Sonde abgespalten und ein Signal kann detektiert werden. 
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2.3.5.7 DATENANALYSE DER TAQMAN®-PCR 
Bei der Analyse der Daten setzt man zuerst einen Schwellenwert (CT-Wert) fest, bei dem 
sich alle PCR-Reaktionen in der exponentiellen Phase befinden. Um die vorgelegte cDNA-
Konzentration zu bestimmen, wurde die Zykluszahl ermittelt, bei der das für die 
entsprechende Probe entstandene Fluoreszenzsignal den festgelegten CT-Wert schneidet. 
Je niedriger der CT-Wert, desto mehr Kopien der Zielsequenz lagen in der entsprechenden 
Probe vor. 
 
2.3.6 STATISTISCHE AUSWERTUNG 
Die Ergebnisse sämtlicher Experimente sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (SEM) 
dargestellt. Die jeweilige Signifikanzberechnung erfolgte mit Hilfe des ungepaarten Student 
t-Tests, der unter Annahme unterschiedlicher Varianzen der Stichproben durchgeführt 
wurde. Entsprechend gängigen Kriterien gilt ein Unterschied als signifikant, wenn die 
Irrtumswahrscheinlichkeit < 5 % (p < 0,05) ist.  
 
2.3.7 KLONIEREN VON CDNA 
2.3.7.1 GRUNDLAGEN 
Als Klonierung bezeichnet man die Vermehrung eines bestimmten Gens bzw. 
Genabschnitts. 
Die Klonierung eines Gens bzw. Genabschnitts ermöglicht dessen weitere Analyse, da die 
DNA hier in reiner Form gewonnen und amplifiziert werden kann. Proteinsequenzen oder 
die Expression eines bestimmten Proteins kann so ermittelt werden. Für unsere 
Untersuchung diente das Klonieren der Herstellung von Standards, die dann in 
Verdünnungsreihen mit bekannter Konzentration Ziel-DNA zur absoluten Quantifizierung 
der Genexpression in den einzelnen Patientenproben herangezogen wurden. 
Bei der Klonierung von genomischer DNA wird das Genom der ganzen Zelle 
repräsentiert. Man erhält eine genomische DNA-Bank, die der Isolation von Genen und 
intergenischen DNA- Sequenzen dient. Im Gegensatz dazu wird bei der Klonierung von 
cDNA zunächst die mRNA einer Zelllinie isoliert und in cDNA umgeschrieben. Folglich 
gewinnt man eine cDNA-Bank, welche die gesamte mRNA dieser Zelle repräsentiert. 
Diese eignet sich zur Isolation von DNA-Abschnitten, die für entsprechende Proteine 
kodieren.  
Der Vorteil dieser zweiten Variante ist der geringere Aufwand aufgrund der kleineren 
DNA-Bank. 
Tabelle 2-10 bietet eine Übersicht über die einzelnen Schritte des Klonierens von cDNA. 
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Tabelle 2-10: Übersicht über die einzelnen Schritte des Klonierens 
Schritt Vorgang 
RT Umschreiben von mRNA in cDNA mit Hilfe der reversen 
Transkriptase 
PCR Amplifikation der gesuchten Gensequenzen 
Ligation Einsetzen der cDNA-Fragmente in Plasmid-DNA 
Transformation Einführen des rekombinanten Plasmids in Bakterien 
Selektion Auswahl der Bakterienklone, die das Plasmid aufgenommen haben 
Isolation Isolierung des Klons mit dem gesuchten cDNA-Fragment 
DNA-Isolation Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA 
 
Für unsere Studie wurden die anhand der Genchipanalyse als differentiell reguliert 
identifizierten Gene kloniert, um sie als definierten Standard für die PCR-Analyse einsetzen 
zu können. Hierfür wurden nach der oben beschriebenen Methode Monozyten-RNA aus 
so genannten „Buffy Coats“ isoliert und mithilfe der reversen Transkription in cDNA 
umgeschrieben. Der "Buffy Coat" ist ein Lymphozytenkonzentrat, welches man nach dem 
Abzentrifugieren von Vollblut erhält. An der gewonnen cDNA konnte zunächst die 
Identität der spezifischen Primer der zu analysierenden Gene in einem 2% Agarosegel 
überprüft und bestätigt werden. Die Nukleotidsequenzen und spezifischen Eigenschaften 
der Primer sind in Tabelle 2-11 aufgelistet. 
Nach Klonierung der verschiedenen Gene wurde nochmals die Identität der gewonnenen 
Plasmid-DNA in einem Agarosegel überprüft und die Konzentration mit Hilfe eines 
Photometers bestimmt. Anschließend wurden für die einzelnen Gene Standardreihen in 
Konzentrationen von 100 bis 106 Kopien pro µl erstellt, die für die absolute 
Quantifizierung in der Real-Time PCR benötigt wurden. 
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Tabelle 2-11: Übersicht über die spezifischen Primersequenzen 
GEN PRIMERNAME SEQUENZ 5 nach 3 Amplikonlänge 
Schmelztemperatur 
Amplikon 
humAVPR1A.1s TGCTCGCACCCTGTGTCA 212 bp 81°C 
Vasopressin V1a 
receptor 
AVPR1A  humAVPR1A.1as GCTATTCAAGGAACCCAGTAATGC     
humCNR1.1s CGCTTTCCGGAGCATGTT 66 bp 83 °C 
cannabinoid receptor 1 
CNR1 humCNR1.1as TCCCCCATGCTGTTATCCA     
humIL1R2.1s CGCTTGTACGTGTTGGTAATGG 101 bp 83°C 
Interleukin 1  
Receptor 2 
IL1R2 humIL1R2.1as TTGTAATGCCTCCCACGAAAC     
humCox2.1s GAATCATTCACCAGGCAAATTG 67 bp 81 °C 
Cycloxygenase 2 
COX-2 humCox2.1as TCTGTACTGCGGGTGGAACA     
humKLF12.1s TGAGAACAGAATGTTAATGCTTGATG 45 bp 80°C  
Krueppel-like factor 
12 
KLF 12 humKLF12.1as CGGGATAGTTGTGGACGTTTG     
humRARA.1s GACAAGTCCTCAGGCTACCACTATG 63 bp 82°C  
Retinoid Receptor 
alpha 
Rara humRARA.1as ATGCTGCGGCGGAAGA     
humIL7R.1s GAAAACAAATGGACGCATGTGA 72bp 79°C 
Interleukin 7 Receptor 
IL7R humIL7R.1as TGCCGGTTGGAGCTTTCTC     
humSPARC.1s GAAGCCCTGGATACCACCAA 76bp 85°C 
Osteonectin 
SPARC humSPARC.1as AGCCCTGGGCAATGCA     
 
 
2.3.7.2 LIGATION  
Das Einsetzen eines cDNA-Fragmentes in einen Plasmid-Vektor bezeichnet man als 
Ligation. Plasmide sind zirkuläre, doppelsträngige DNA-Moleküle, die sich unabhängig 
vom bakteriellen Genom in Bakterien vermehren können. Diese enthalten einen 
Replikationsstart (origin of replication, ori), ein Selektionsgen und eine Klonierungsstelle 
(cloning site), um fremde DNA in das Plasmid einschleusen zu können. 
Wir verwendeten den Plasmid-Vektor pGEM®-T von Promega. Dieser hat eine Größe 
von 3000 bp und besitzt als selektierbares Markergen eine Ampicillinresistenz.  Die 
Ligation erfolgte mithilfe der T4 DNA Ligase, welche die Bildung von Phosphodiester-
Brücken zwischen Nukleotiden katalysiert. In vivo verschließt die T4 DNA Ligase 
Einzelstrangkerben, die bei der DNA-Replikation entstehen können. Der Reaktionspuffer 
von Promega lieferte die für die Ligation benötigte Energie in Form von ATP und MgCl2. 
Für die Ligation wurden jeweils 2µl der cDNA mit 1µl pGEM®-T Vektor, 1µl T4 DNA 
Ligase und 5µl Reaktionspuffer versetzt. Als Positiv- und Negativkontrolle wurde jeweils 
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eine Ligation mit Kontroll-DNA bzw. ohne DNA durchgeführt. Für eine maximale 
Ausbeute an Transformanten wurde der Ligationsansatz über Nacht bei 4°C inkubiert.  
 
Abbildung 2-10: pGEM®-T Vektor 
 
2.3.7.3 HERSTELLUNG KOMPETENTER ZELLEN 
Kompetente Zellen haben die Fähigkeit zur Aufnahme externer DNA. Eine einfache und 
effektive Methode ist die Präparation von kompetenten Zellen nach Chung et al (1989). 
Der hierfür verwendete E.coli-Stamm DH5α wurde über Nacht bei 37°C im  Schüttler in 
10 ml LB-Medium kultiviert.  Mit 50µl dieser Vorkultur wurden am nächsten Tag ca. 5 ml 
LB-Medium angeimpft und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von OD600 <0,5 
geschüttelt. Anschließend wurden die Zellen bei 6800 rpm, 4°C für 3 min abzentrifugiert 
und in 200µl LB-Medium resuspendiert. Nachdem sie 5 min auf Eis abgekühlt wurden, 
wurden sie mit 200µl 2x TSS (Transformation and Storage Solution) versetzt und 5 min auf 
Eis inkubiert. 
 
2.3.7.4 TRANSFORMATION  
Die Einführung von gelöster DNA aus einem Medium in eine Zelle bezeichnet man als 
Transformation. Für diesen Vorgang benötigt man kompetente Zellen des zu 
transformierenden Bakterienstammes sowie Plasmide, die ein selektierbares Markergen 
(Ampicillinresistenz) tragen. 
Die Transformation erfolgte nach der Hitzeschock-Methode. Dazu wurden die auf Eis 
inkubierten kompetenten Zellen mit einem Aliquot der Ligationsansätze vorsichtig 
gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA erfolgt durch 3-minütigen 
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Hitzeschock bei 42°C. Anschließend wurde der Ansatz für 3 min auf Eis gestellt. Zur 
Regeneration der Zellen wurden die Zellen danach mit 900µl LB-Medium versetzt und 
etwa 1 Stunde bei 37°C geschüttelt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen (3 min bei 6800 
rpm) wurden diese mit 50µl Medium resuspendiert, auf Selektionsmedium (LB-Ampicillin-
Platten) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transformation wurde mittels 
PCR und Gelelektrophorese kontrolliert. Einzelne Kolonien wurden in frischem Medium 
über Nacht kultiviert und die Zellen durch Erhitzen auf 95°C lysiert. Nach Zentrifugation 
wurde aus einem Aliquot vom Überstand eine PCR mit den entsprechenden 
sequenzspezifischen Primern durchgeführt und durch Gelelektrophorese auf die 
Anwesenheit der entsprechenden Gensequenz überprüft. 
 
2.3.7.5 ISOLATION VON PLASMID-DNA 
Von den angezüchteten Bakterienkolonien auf der Agarplatte wurden einzelne Kolonien 
entnommen und in 5 ml Medium mit Ampicillin über Nacht bei 37°C angeimpft. Die 
Isolierung der Plasmid RNA erfolgte am nächsten Tag durch alkalische Lyse nach dem 
1979 von Birnboim und Doly beschriebenen Verfahren. 
Hierbei wurde das abzentrifugierte Bakteriensediment in 4 ml Resuspensierungspuffer 
resuspendiert. Die hierin enthaltene RNase A baut schon während der Lyse bakterielle 
RNA ab, so dass eine separate RNase-Hydrolyse nach erfolgter Plasmid-Präparation 
entfällt. Durch Zugabe eines Neutralisierungspuffers kommt es zu einer Ausfällung von 
genomischer DNA, Proteinen und Zelltrümmern, welche sich an der Oberfläche des 
Lysats absetzen. Zum Aufreinigen der Plasmid-DNA wurde anschließend mit Hilfe eines 
Filters das klare Lysat auf eine Anionenaustauscher-Säule aufgetragen werden, wobei 
Plasmid-DNA an die Anionenaustauschermatrix bindet, während der größte Teil der RNA, 
Proteine und andere Kontaminationen die Säule ohne zu binden passieren. Die gebundene 
Plasmid-DNA wurde mit Elutionspuffer eluiert und mit Isopropanol präzipitiert. Nach 
Zentrifugieren und Waschen mit 70% Ethanol wurde die DNA in 100µl RNase-freiem 
Wasser resuspendiert. 
 
2.3.7.6 MESSEN DER DNA-KONZENTRATION AM PHOTOMETER 
Sowohl RNA als auch DNA besitzen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 
260 nm, während das von verunreinigten Proteinen größere Wellenlängen umfasst. Zur 
Qualitätskontrolle eignet sich der Quotient aus der Extinktion bei 260 nm dividiert durch 
den bei 280 nm. Bei reiner RNA sollte der Wert zwischen 1,8 und 2,0  liegen, was bei 
unseren Proben ausnahmslos der Fall war. Ist der berechnete Quotient stark erniedrigt, ist 
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die RNA verunreinigt. In diesem Fall kann man versuchen,  mittels Phenolextraktion die 
RNA weiter zu säubern. Die Extinktion bei 260 nm wird darüber hinaus direkt zur 
Bestimmung der  DNA Konzentration verwendet, dabei wurde jede Probe in einer 1:50 
Verdünnung photometrisch (1µl Probe auf 49 µl H2O bidest.) gemessen. Um die 
Konzentration der DNA zu berechnen, verwendet man die Formel nach Lambert Beer: 
 
 
E = c x d x ε     c = (E x d) / ε 
                        
 
 
                         
 
 
2.3.8 MIKROARRAY  
2.3.8.1 MIKROARRAY-TECHNOLOGIE 
Das Prinzip der Mikroarray-Technologie basiert auf der Hybridisierung von Nukleinsäuren 
auf der Oberfläche einer Festphase (array). Einzelsträngige, an der Oberfläche des Arrays 
immobilisierte Oligonukleotide (probes) bilden spezifische Doppelstränge mit DNA- oder 
RNA-Molekülen, die sich in der zu untersuchenden Inkubationsflüssigkeit befinden 
(target). Die Bildung der Doppelstränge setzt voraus, dass die eine solche Hybridbildung 
eingehenden Bindungspartner zueinander komplementär sind, also eine Watson-Crick-
Basenpaarung miteinander eingehen können. Die zu untersuchende RNA wird zur 
Probenaufarbeitung zunächst in cDNA umgeschrieben und anschließend mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff gefärbt, um nach der Hybridisierungsreaktion über den Ort der 
Hybridisierung auf dem Chip identifiziert und anhand der Fluoreszenzstärke quantifiziert 
werden zu können. 
Grundsätzlich stehen zwei größere DNA-Mikroarraytechnologien zur Verfügung, bei 
denen entweder Oligonukleotide oder cDNA auf die Oberfläche von Glasträgern oder 
Nylonmembranen aufgebracht werden. Die große Anzahl von Gensequenzen auf einem 
Array ermöglicht die Erstellung eines umfassenden Expressionsprofils unter verschiedenen 
experimentellen Bedingungen.  
 
E = Extinktion 
c = Konzentration 
d = Dicke/Verdünnung 
ε = Koeffizient:  
       RNA: 25 
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2.3.8.2 HIGH-DENSITY AFFYMETRIX GENECHIP® 
Für unsere Expressionsanalysen wurde der GeneChip® „Human Genome U133 Plus 2.0 
Array“ von Affymetrix verwendet. Hierbei handelt es sich um einen patentierten 
hochdichten Oligonukleotid-Mikroarray mit einem Glasträger als feste Phase, der zwischen 
65.000 und 400.000 Gruppen präzise lokalisierter Oligo-Spots enthält. Die GeneChip®-
Arrays werden mithilfe von Photolithographie-Technik hergestellt, wobei selektiv durch 
spezifische photolithografische-Masken sog. photolabile Schutzgruppen aktiviert werden. 
Anschließend kann spezifisch an den beleuchteten Stellen die Ankoppelung eines 
Nukleotids erfolgen. Dieser Prozess wird mehrfach wiederholt, so dass schließlich 
definierte 25-mer-Oligonukleotide entstehen.  
 
 
Abbildung 2-11: Photolithographische Synthese der Oligonukleotide der probe cells [aus 
www.affymetrix.com] 
 
Um eine ausreichende Spezifität zu gewährleisten, befinden sich auf den Affymetrix 
GeneChips für jedes Gen 16 verschiedene, jeweils 25 Nukleotide lange Oligo-Paare 
(Probenset). Für jedes Set gibt es 16 Perfect-Match- (PM) und 16 Missmatch-Sequenzen 
(MM), wobei sich PM und MM jeweils durch eine Punktmutation an Stelle 13 des Oligos 
unterscheiden. Man verwendet diese große Anzahl an Sonden, um ineffektive oder falsch 
hybridisierte Oligonukleotide ausgleichen zu können. Die dazugehörigen MM ermöglichen 
die Bestimmung des Hintergrundes. Bei der Berechnung der Gesamtintensität eines 
Probenpaares subtrahiert man den MM- vom PM-Wert. Bei der Auswahl der Oligo-
Sonden wird darauf geachtet, dass diese am 3´-Ende der cDNA-Moleküle liegen, damit der 
Einfluss von partiell degradierter RNA eingeschränkt wird. 
 47 
Es sind außerdem einige Kontrollgene auf dem Chip enthalten, deren Sequenzen am 5´-
Ende liegen, um die Qualität der synthetisierten cRNA und die Effizienz der reversen 
Transkriptase zu überprüfen. 
 
 
Abbildung 2-12: Schematische Darstellung eines Affymetrix Mikroarray-Experiments [verändert nach: 
www.affymetrix.com]. Um die Sonden für die Hybridisierungen zu erstellen, wird mRNA zunächst in 
doppelstängige cDNA umgeschrieben, um daraufhin wieder in cRNA transkribiert zu werden. Dabei kommt 
es neben einer 30- bis 100-fachen Amplifikation auch zu einem Einbau von Biotin. Nach erfolgter 
Fragmentierung werden die Sonden auf die GeneChips® hybridisiert. Nach anschließenden Färbe- und 
Waschschritten können die Chips eingescannt und analysiert werden. 
 
 
 
Abbildung 2-13: Schematische Darstellung des PM-MM-Prinzips bei Affymetrix [verändert nach Lipshutz 
et al. 1999] 
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2.3.8.3 TARGET PRÄPARATION 
Der GeneChip® wird gebrauchsfertig von Affymetrix geliefert.  
Anhand der verschieden Patientengruppen wurde die isolierte Monozyten-RNA in 3 
Gruppen gepoolt, was Tabelle 2-12 zu entnehmen ist. 
 
Tabelle 2-12 
Name Inhalt 
P1 (Pool 1) 
RNA aus Monozyten, die den Patienten vor Beginn der Dialyse 
entnommen wurden  
P2 (Pool 2) RNA aus Monozyten, die den Patienten 3 Stunden nach Beginn der 
Dialyse entnommen wurden 
P3 (Pool 3) RNA aus Monozyten der Kontrollpatienten 
 
Hierbei wurde darauf geachtet, dass jede Patientenprobe mit derselben Menge an RNA (je 
280 ng) im Pool vertreten war. Um die Genchipanalyse zu erleichtern und um ohne 
vorherige Amplifikation auszukommen, wurden die Proben-RNA zunächst mit 100% 
Isopropanol präzipitiert und so auf eine Konzentration von 5µg/µl gebracht. 
Die RNA wurde mithilfe der reversen Transkriptase unter Verwendung von T7 Oligo(dT) 
Promotor Primern zunächst in einzelsträngige cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde 
diese in doppelsträngige cDNA umgewandelt, welche als Template der nachfolgenden in 
vitro Transkriptions-Reaktion (IVT) zugeführt wurde. 
 
2.3.8.4 IN VITRO-TRANSKRITPTION 
Bei der IVT-Reaktion wird unter Anwesenheit einer T7 RNA-Polymerase und einem 
biotin-markierten Nukleotid-Mix die doppelsträngige cDNA unter Einbau von biotin-
markierten Nukleotiden wieder in komplementäre RNA (cRNA) umgeschrieben. Nach 
erneutem Aufreinigen über eine RNeasy-Säule und Qualitätskontrolle der Proben wurden 
20µg cRNA in einem Gesamtvolumen von 40µl mit Fragmentierungspuffer bei 95°C für 
35min fragmentiert. Dabei entstanden cRNA-Fragmente mit einer Größe von 35 - 200 
Basenpaaren, die eine wesentlich bessere Hybridisierung auf dem Chip ergaben als große 
Fragmente. Die erfolgreiche Fragmentierung wurde ebenfalls mit Hilfe des Bioanalysers 
(Agilent) kontrolliert. 
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Abbildung 2-14: Synthese Biotin-markierter cRNA (In-vitro-Transkription) [aus www.affymetrix.com] 
 
 
2.3.8.5 TARGET HYBRIDISIERUNG 
Die Hybridisierung von Mikroarrays erfolgt unter ähnlichen Bedingungen, wie bei 
konventionellen Southern- oder Northernblot-Hybridisierungen. Sie umfasst 
Prähybridisierung, Hybridisierung und Posthybridisierungswaschungen. 
Da zu lange RNA-Moleküle in Doppelhelix-Struktur vorliegen und einzelne Basen 
versteckt liegen können, eignet sich unfragmentierte cRNA nicht zur Hybridisierung mit 
dem Genchip. Kurze Targets können dagegen besser mit den befestigten Oligonukleotiden 
interagieren. Idealerweise haben Probes und Targets dieselbe Länge.  
Die Hybridisierung des Arrays erfolgte 16 Stunden bei 45°C und 60 rpm im 
Hybridisierungsofen. Die im Hybridisierungscocktail (Tabelle 2-13) enthaltene Kontroll-
Oligonukleotide hybridisierten am Rand und als kleines Kreuz in der Mitte der Chips. Sie 
dienten zur Orientierung bei der späteren Auswertung der Chips. 
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Tabelle 2-13: Hybridisierungcocktail für Affymetrix GeneChips® 
Menge Reagenz 
94µl H2O 
30µl Fragmentierte cRNA (15mg) 
5µl Kontroll-Oligonukleotide B2 (3nM) 
15µl 20x eukaryoter Kontroll-Hybridisierungs-Cocktail 
3µl Heringsperma DNA (0,1mg/ml) 
3µl BSA (50mg/ml) 
120µl Hybridisierungspuffer 
30µl DMSO 
 
 
2.3.8.6 WASCHEN UND FÄRBEN DES ARRAYS 
Nach Abschluss der Hybridisierung wurden die Chips in einer Waschstation (Fluidics 
Station 400) nach einem vorgegebenen Programm (EukGE-WE 2v5_450) mit 
nichtstringenten (Tabelle 2-14) und stringenten (Tabelle 2-15) Puffern gewaschen und zur 
Detektion und Verstärkung des Fluoreszenzsignals mit frisch angesetzten Färbe- und 
Antikörperlösungen (Tabelle 2-16 bis Tabelle 2-18) inkubiert. Zwischen den einzelnen 
Färbeschritten sowie abschließend wurde der Chip mit nicht-stringentem Puffer 
gewaschen, um nicht ausreichend komplementäre und nicht gebundene Targets zu 
entfernen.  
 
 
Tabelle 2-14: Nichtstringenter Waschpuffer (Wash A) für GeneChips®-Hybridisierungen 
Menge Reagenz 
180ml 20x SSPE (3 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, 0,02 M EDTA) 
0,6ml 10% Tween 20 
418,8ml DEPC-H2O 
Durch 0,2µ Filter sterilfiltrieren 
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Tabelle 2-15: Stringenter Waschpuffer (Wash B) für GeneChips®-Hybridisierungen 
Menge Reagenz 
20ml 20x SSPE (3 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, 0,02 M EDTA) 
1,24ml NaCl (5M) 
0,24ml 10% Tween 20 
218,7ml DEPC- H2O 
Durch 0,2µ Filter sterilfiltrieren 
 
 
Tabelle 2-16: SAPE-Färbelösung für GeneChip®-Färbeschritte 
Menge Reagenz 
1,33ml 12x MES Puffer 
2,96ml NaCl (5M) 
0,08ml 10% Tween 20 
3,61ml DEPC- H2O 
Durch 0,2µ Filter sterilfiltrieren 
 
 
Tabelle 2-17: MES-Färbepuffer für GeneChip®-Färbeschritte 
Menge Reagenz  
2600µl 2x MES Färbepuffer 
208µl BSA (50mg/ml) 
52µl Streptavidin/PE (SAPE) 
2430µl DEPC- H2O 
 
 
Tabelle 2-18: Antikörperlösung für GeneChip®-Färbeschritte 
Menge Reagenz 
1214µl 2x MES Färbepuffer 
104µl BSA (50mg/ml) 
52 Ziegen-IgG 
15,6µl Biotin-markierte Antikörper 
1128,4µl DEPC- H2O 
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2.3.8.7 SCANNEN UND DATENERZEUGUNG DES ARRAYS 
Die Chips wurden direkt nach der Hybridisierung bei 570 nm (Anregungswellenlänge:     
488 mm) mit einer Auflösung von 3 µm eingescannt und gespeichert. Bei dieser Auflösung 
wurden 64 Pixel pro Probenzelle berechnet.  
Grundsätzlich wird mit einem GeneChip-Scanner zunächst mithilfe eines Lasers und eines 
Detektors eine Datei mit den Bilddaten erzeugt (DAT-Datei). Die Auflösung des Scanners 
ist größer als die Ausdehnung der einzelnen Probenzellen. Mit dem für diesen Zweck auf 
jedem Array vorhandenen Oligo B2- Rand, der durch Zugabe eines nicht mit dem zu 
testenden Genom homologen Oligonukleotids und Hybridisation an sein randständig auf 
den Chip aufgebrachtes Komplementär entsteht, wird ein virtuelles Gitter auf die Bilddaten 
gelegt, für jede Probenzelle eine Durchschnittsintensität der Bildpixel berechnet und in 
einer Datei mit den Intensitätsdaten abgelegt (CEL-Datei).  
Die durchschnittliche Intensität einer Pobenzelle dient als Ausgangswert für die spätere 
Analyse durch die Software. 
 
2.3.8.8 VORVERARBEITUNG  
Bildanalyse 
Der erste Schritt in der Datenauswertung stellt die Lokalisation der einzelnen Signalpunkte 
auf dem Array dar. In Abhängigkeit von der verwendeten Software und der Art des Arrays 
wird ein Gitter über die Signale gelegt, das manuell konfiguriert werden kann. Eine wichtige 
Aussage über die Homogenität und Qualität eines Signalpunkts liefert die Intensität 
individueller Pixel innerhalb des Signalbereichs, aus denen die Standardabweichung eines 
Signals berechnet werden kann. Gleiches gilt für die Berechnung der Hintergrundsignale.  
Aus den Einzelintensitäten der Probenzellen werden die Maßzahlen der Primäranalyse für 
das entsprechende Probenset berechnet (CHP-Datei). Qualitätskriterien und andere 
Eigenschaften eines Experimentes werden in einer Berichtsdatei (RPT-Datei) 
zusammengefasst. Anschließend wird zusätzlich eine Datei mit Informationen zum Chip-
Experiment angelegt (EXP-Datei). 
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Abbildung 2-15: Aufbau und Primärauswertung eines Oligonukleotid-Probensets. A: Probensatz aus 
2x16 Oligonukleotid-enthaltenden Probenzellen. Die obere Reihe enthielt 16 perfekt komplementär zum 
Zielgen gewählte Oligonukleotid-Sequenzen, PM-Zellen („Perfect Match“). Die Reihe darunter enthielt die 
gleichen Nukleotide, die jedoch an Position 13 der Nukleinsäurekette einen Basenaustausch (identische Base 
zum Zielgen) besaßen (MM-Zellen, „Missmatch“), die zur Messung von Fehlbindung dienten. B: Skizzierung 
der Fluoreszenzsignal-Auswertung einer einzelnen Zelle in einem Probensatz. Das Pixelmuster aus 64 
Punkten mit unterschiedlichen Intensitätswerten wird in ein Histogramm übersetzt. Der Intensitätswert, der 
dem 75. Quantil der Verteilung entsprach, wurde der Gesamtzelle als Durchschnittswert zugewiesen. Die für 
jede Zelle erhaltenen Intensitätswerte wurden in einer CEL-Datei abgespeichert (C.). [verändert nach 
www.affymetrix.com] 
 
Normalisierung 
Bevor die Ergebnisse zweier Arrayexperimente miteinander verglichen und so 
Unterschiede in der Genexpression detektiert und quantifiziert werden können, müssen 
zunächst Normalisierungsmethoden angewendet werden um Varianzquellen nicht-
biologischen Ursprungs zwischen zwei Arrays auszuschließen. Es stehen unterschiedliche 
Normalisierungsmethoden zur Verfügung, wie z.B. die Quantilnormalisierung als nicht 
parametrisches Verfahren oder die Variable Stabiling Normalization (VSN). Letztere ist 
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auch robust gegenüber differentiell regulierten Genen. Mit der so genannten 
Hindergrundkorrektur werden unspezifische Hintergrundsignale berechnet und von den 
Signalrohwerten abgezogen.  
 
2.3.8.9 AUSWERTUNG UND DATENANALYSE 
Zur Datenanalyse wurde die Mikroarray Analysis Suite (MAS 5.0) von Affymetrix® 
angewendet. Ausgangspunkt für die Datenanalyse sind die in CEL-Dateien gespeicherten 
Rohintensitäten, welche der Intensität pro Bildzelle bzw. Oligospezies entspricht und durch 
Verdichtung aus den Pixelbild-Dateien entstanden ist. 
Grundsätzlich stehen zwei Verfahren zur Chipauswertung zur Verfügung: die 
Einzelchipauswertung und die paarweise Chipauswertung. 
Bei der Einzelschrittauswertung wird zunächst die Intensität eines jeden Probenpaares auf 
dem Chip berechnet, die anschließend mit dem entsprechenden Probenpaar auf einem 
anderen Chip verglichen werden kann (Abbildung 2-16). 
 
 
Abbildung 2-16: Schematische Darstellung der Einzelschrittauswertung. Bei der paarweisen 
Chipauswertung werden erst die Probenpaare zweier Chips ins Verhältnis gesetzt und dann für das Probenset 
eine Summe (Signal Log Ratio) gebildet. [aus „Statistical Algorythms Reference Guide“ von Affymetrix®] 
 
 
Abbildung 2-17: Schematische Darstellung der Vergleichsanalyse [aus „Statistical Algorythms Reference 
Guide“ von Affymetrix®] 
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Bei der Einzelschrittauswertung werden anhand von statistischen Algorithmen ein 
Detektionsscore und ein repräsentativer Expressionswert berechnet. Der Detektionsscore 
berechnet sich aus dem P-Wert des einseitigen Wilcoxon-Rangsummentestes, womit sich 
die Expressionswerte in drei Klassen (absent, marginal, present) eingeteilt werden können. 
Hierzu wird zunächst für jedes Oligopaar ein Diskriminanzscore R berechnet [R = (PM-
MM)/(PM+MM)] und mit einer vordefinierten Schwelle τ verglichen. τ ist eine kleine 
positive Zahl (vorgegebener Wert = 0,015), die korrigiert werden kann, um die Sensitivität 
und Spezifität der Auswertung zu beeinflussen (Abbildung 2-18).  
Für die Berechnung eines repräsentativen Expressionswertes wird nach der 
Hintergrundkorrektur ein robustes Mittel der logarithmierten Differenz (PM-MM) nach 
dem Einschritt-Biweight-Tukey-Verfahren gebildet. Grundlage der Methode nach 
Affymetrix® ist die Annahme, dass die MM-Signale eine gute Schätzung für das lokale, 
oligospezifische Hintergrundrauschsignal und die Differenz (PM-MM) einen guten 
Schätzer für die absolute, spezifische Expression darstellen.  
 
 
Abbildung 2-18: Berechnung des Detektionsscore. Die gestrichelte Linie gibt den benutzerdefinierten 
Parameter τ an. [aus „Statistical Algorythms Reference Guide“ von Affymetrix®] 
 
Für die paarweise Auswertung von Chipexperimenten wird ein Chip als Referenz und ein 
anderer als Experiment definiert. Die Intensitäten der beiden Experimente durchlaufen die 
Hintergrundkorrektur und werden anschließend angepasst, so dass sie zwischen 
Experimenten vergleichbar sind. Mit Hilfe des Wilcoxon-Tests kann geprüft werden, ob 
die Signale eines Probensets auf dem Experimentchip signifikant höher oder niedriger sind 
als auf dem Referenzchip. Schwellenwerte, ab wann eine Änderung der Expression als 
signifikant gilt, kann der Anwender festlegen. Ein Wert für die Stärke der Änderung der 
Expression (LogRatio) kann wiederum mit Hilfe des Mittelwertschätzers von Tukey 
Biweight bestimmt werden. Der hier verwendete Logarithmus hat die Basis 2, so dass für 
die Interpretation der Ergebnisse ein Vielfaches der Zahl 2 benutzt werden kann: Die 
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Logarithmus-Transformation lässt die Ergebnisse einfacher und aus biologischer Sicht 
sinnvoller interpretieren. 
Durch benutzerdefinierte Grenzen (γ1 und γ2) können die endgültigen Werte kategorisiert 
werden:  
 
erhöht increased I 
grenzwertig erhöht marginally increased MI 
keine Veränderung no change N 
grenzwertig vermindert marginally decreased MD 
vermindert Decreased D 
 
 
 
Abbildung 2-19: Repräsentation der Breite der p-Werte eines Datensatzes. Die y-Achse gibt die 
Signalstärke der Proben an, die Pfeile auf den vertikalen Balken zeigen die justierbaren γ-Werte [aus „Statistical 
Algorythms Reference Guide“ von Affymetrix®] 
 
 
2.3.8.10 METHODIK ZUR SELEKTION UNTERSCHIEDLICH REGULIERTER GENE 
Das Ziel einer statistischen Analyse von Mikroarray-Daten ist die Bestimmung von 
signifikanter Genexpression und Expressionsveränderungen.  
Da als Ergebnis der Analyse eines Mikroarray-Experimentes ist eine sehr große Menge an 
Datentabellen mit den Werten entsprechend der Signalintensität eines jeden Gens auf dem 
Chip entsteht, sind weitere Analysen notwenig, um die erhaltenen Daten nach möglichen 
funktionellen Zusammenhängen zu katalogisieren und somit einer Interpretation 
zugänglich zu machen.  
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Klassische Schwellenwertmethode 
Hierbei handelt es sich um eine einfache und intuitive Methode, die die Berechnung des 
Verhältnisses zwischen Expressionsniveau der Gene unter Kontroll- und Experiment-
Bedingungen beinhaltet. Durch Wahl eines willkürlichen Schwellenwerts wird nur eine 
differentielle Expression mit einer mehr als festgelegten Veränderung in die weitere 
Analyse einbezogen. Typischerweise wird ein Unterschied in der Genexpression dann als 
signifikant beurteilt, wenn er mindestens 2-3fache Differenz aufweist [Draghici 2002b]. 
 
Unusual Ratio 
Diese Methode basiert auf der Selektion von Genen, deren Quotient aus Kontroll- zu 
Experiment-Werten einen willkürlich gewählten Abstand vom mittleren Quotienten 
Kontrolle:Experiment besitzen. Als Abstand wird typischerweise das Zweifache der 
Standardabweichung gewählt. In der Praxis kann dies einfach durch die Anwendung einer 
Z-Transformation der Log-ratio Werte mit Subtraktion der Mittelwerte und anschließender 
Division der Standardabweichung erreicht werden [Draghici 2002a]. 
 
Gruppierung von Genen (Clustering)  
Hierunter versteht man die Anordnung von Genen mit gleichem Expressionsverhalten in 
Gruppen, so dass Rückschlüsse auf ähnliche Regulationsmechanismen oder biologische 
Funktionen gezogen werden können. Ziel ist es, die Objekte so in Gruppen oder Cluster 
einzuteilen, dass die Objekte eines Clusters einander immer ähnlicher und Objekte aus 
verschiedenen Clustern einander immer unähnlicher werden. Zur Berechnung der 
Ähnlichkeit zwischen Objekten werden verschiedene Distanzmaße herangezogen. Auf 
diese Weise lassen sich beispielsweise Gruppen von Genen bilden, die unter verschiedenen 
Stimulierungsbedingungen ein ähnliches Expressionsverhalten mit nur geringen, definierten 
Unterschieden aufweisen. Man unterscheidet hierarchische und nicht-hierarchische 
Klassifikation. Bei ersteren wird ein hierarchisches System durch sukzessive Gruppierung 
von Genen und im weiteren Verlauf durch Fusion von Gruppen zu größeren Gruppen 
konstruiert. Dies hat den Vorteil, dass die Clusteranalyse visuell als Dendrogramm 
dargestellt werden kann  (Abbildung 2-20). 
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Abbildung 2-20: Dendrogramm einer hierarchischen Clusteranalyse 
 
Die nicht-hierarchischen Clusterverfahren, die so genannten „K-means-Verfahren“, teilen 
die Objekte in verschiedene Gruppen ein, ohne deren Beziehung zu individuellen 
Elementen zu berücksichtigen. Im Gegensatz zu den hierarchischen Clusterverfahren ist 
die Anzahl der Cluster im Vorhinein festgelegt. Statt einzelne, kompakte Cluster auf 
Kosten hoher Heterogenität in anderen Clustern zu bilden, wird beim K-means-Verfahren 
nach Gruppierungen gesucht, bei denen jedes Objekt (z. B. die Expression eines 
bestimmten Gens) zum Schwerpunkt seiner Gruppe einen kleineren Abstand besitzt als zu 
den anderen Gruppenschwerpunkten. Auf diese Weise entstehen Gruppen mit mittlerer 
Homogenität, während die Bildung heterogener Gruppen vermieden wird. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 QUALITÄTSKONTROLLE UND QUANTITÄT DER EINGESETZTEN RNA 
Bevor Genexpressionsversuche mit der Monozyten-RNA durchgeführt wurden, musste die 
Qualität und Quantität der eingesetzten Proben überprüft werden. Isolierte totale RNA 
wurde nur für cDNA-Synthesen verwendet, wenn keine optische Degradierung auf den 
Agilent-Chips zu erkennen war. Für GeneChip®-Hybridisierungen wurde zusätzlich die 
doppelsträngige cDNA, nach der In vitro-Transkription die cRNA und vor dem 
Hybridisieren auch die fragmentierte cRNA mittels Agilent Bioanalyser auf Qualität und 
Quantität untersucht, und nur wenn die Proben den vorgegebenen Kriterien entsprachen, 
wurden sie für weitere Schritte verwendet. 
 
 
Abbildung 3-1: Exemplarische Gelansicht mittels Agilent Bioanalyser für Marker (1+14), RNA (2-4), 
doppelsträngige cDNA (5-6), einzelsträngige cRNA (8-9) und fragmentierte cRNA (11-13) [aus Agilent 
Bioanalyser 2100 User Guide] 
 
 
Abbildung 3-2: Exemplarische Bioanalyser-Kurve für undegradierte RNA [aus Agilent Bioanalyser 2100 
User Guide] 
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3.2 AUSWERTUNG DER HIGH-DENSITY AFFYMETRIX GENECHIP®-DATEN 
Der Mikroarray HG-U133 Plus 2 verfügt über 54675 Probensets zur Detektion humaner 
DNA. In unserer Analyse wurden insgesamt drei Experimente durchgeführt, deren 
Resultate anschließend miteinander verglichen wurden. Hierbei wurde für jeden Pool an 
monozytärer RNA der Patienten- und Kontrollproben ein eigenes Chipexperiment 
durchgeführt: P1 mit der RNA der Dialysepatienten vor Dialyse (HD t0), P2 mit RNA der 
Dialysepatienten nach Dialyse (HD t3) und P3 mit monozytärer RNA der Kontrollgruppe. 
Tabelle 3-1 bietet eine Übersicht über die Anzahl der detektierten Gene der einzelnen 
Chipexperimente. 
 
Tabelle 3-1: Übersicht über die detektierten Gene der einzelnen Chipexperimente 
 
P1  
(vor Dialyse) 
P2 
(nach Dialyse) 
P3 
(Kontrolle) 
Anzahl der als „present“ detektierten 
Gene 
18.178 22.753 18.528 
Anzahl der als „absent“ detektierten 
Gene 
35.730 31.192 35.367 
Anzahl der als „marginal“ detektierten 
Gene 
767 730 780 
 
 
In Abbildung 3-3 wird jeder Affymetrix GeneChip® nach der durchgeführten 
Normalisierung durch einen Boxplot repräsentiert. Der Boxplot ist eine spezielle Form des 
Säulendiagramms und ermöglicht eine graphisch übersichtliche Darstellung großer 
Datenmengen. Der Strich in der Mitte entspricht dem Medianwert, das grau unterlegte 
Rechteck umfasst die 25 - 75 %- Percentile. Die Querbalken außerhalb der Box repräsen-
tieren das Minimum bzw. Maximum der Verteilung. Ausreißer, die nicht in die Verteilung 
mit einbezogen wurden, sind als Striche ober- oder unterhalb dieser Balken dargestellt. 
Nach der Normalisierung hatten die Bereiche der 25 - 75 %- Percentile eine annähernd 
gleiche Größe und die Mediane aller Chips befanden sich fast auf demselben Level. An der 
gestauchten Form der 25 - 75 %- Percentilbalken und den gleichmäßigen Entfernungen der 
Querbalken für die Extremwerte ist zu erkennen, dass die Mehrheit der Gene auf dem 
Chip ähnliche, in einem engen Bereich liegende Expressionswerte aufweisen. Variierende 
Längen der Percentil- und Extremwertbalken, wie sie vor der Normalisierung auftraten, 
würden auf eine extreme Verteilung und damit schlechte Vergleichsmöglichkeit der 
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Expressionsdaten schließen lassen. Durch diesen optischen Vergleich zeigte sich die 
zentrale Tendenz und die homogene Qualität der Daten aller eingesetzten GeneChips®. 
Die Chips aus diesem Experiment konnten also sehr gut miteinander verglichen werden, da 
sie von ähnlicher Qualität waren. 
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Abbildung 3-3: Boxplots der gesamten Signalstärke einzelnen Chipexperimente. Auf der x-Achse sind 
alle analysierten GeneChips® dargestellt (P1: HD t0, P2: HD t3, P3: Kontrolle), auf der y-Achse die 
gemessenen Expressionswerte für alle detektierbaren Gene. Nach der Normalisierung der Daten kam es in 
allen Boxplots zu einem ähnlichen Abbild. 
 
3.2.1 ANALYSE DER DIFFERENTIELLEN GENEXPRESSION 
Die Analyse der differentiellen Genexpression erfolgte mit Hilfe der vom Hersteller 
Affymetrix vorgegebenen Analyse-Software MAS 5.0. Es wurden die Resultate der 
einzelnen Chipexperimente miteinander verglichen und durch Festlegung eines 
individuellen Schwellenwertes Gene mit differentieller Expression ermittelt. Anschließend 
wurden die Expressionsdaten ausgewählter Kandidatengene in einem zweiten Experiment 
mittels Real-Time PCR überprüft.  
Aufgrund neuerer technischer Erkenntnisse und Fortschritten in der Analyse von Genchip-
Experimenten wurde die Auswertung der Mikroarray-Daten mit der zur Zeit in der 
Literatur als am besten geeignet und als am statistisch signifikantesten beschriebenen 
Methode GC-RMA (GeneChip robuste Mikroarray average) mit Hilfe der Auswertungs-
Software GCOS (GeneChip® Operating Software) wiederholt.  
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Abbildung 3-4 zeigt die Anzahl der detektierten Gene der Einzelchipauswertung und die 
Anzahl der differentiell regulierten Gene in der paarweisen Chipauswertung. Bei den 
einzelnen Chipexperimenten konnten ähnlich viele Gene als „present“ detektiert werden. 
Bei der Analyse der differentiell regulierten Gene zeigt sich, dass in allen drei Experimenten 
mehr Gene induziert als reprimiert werden. Die Unterschiede in der differentiellen 
Genexpression sind zwischen den Dialysepatienten untereinander sowie zwischen 
Patienten nach Dialyse und den Kontrollpatienten wesentlich deutlicher ausgeprägt als 
zwischen den Patienten vor Dialyse und den Kontrollpatienten.  
 
 
 
Abbildung 3-4: Vergleich der Anzahl der differentiell exprimierten Gene der drei unterschiedlichen 
Experimente. In der Einzelchipauswertung der drei Chipexperimente werden vor Dialyse (rot) 18178 Gene 
als „present“ detektiert, nach Dialyse (blau) 227523 und in der Gruppe der Kontrollpatienten 18528 Gene. In 
den Schnittflächen der Kreise sind die Ergebnisse der paarweisen Chipauswertung dargestellt: die obere Zahl 
gibt die Anzahl der induzierten Gene an, während die untere Zahl die reprimierten Gene benennt. 
 
3.2.2 AUSWERTUNG NACH DER AFFYMETRIX-METHODE (MAS 5.0) 
Bei der Auswertung der Genchipergebnisse mit Hilfe der herkömmlichen Methode von 
Affymetrix (MAS 5.0) wurde ein willkürlicher Schwellenwert zur Ermittlung der 
differentiellen Genexpression auf den Faktor 3 gelegt. So ließen sich im Vergleich der 
Dialysepatienten vor Dialyse (HD t0) mit Kontrollpatienten insgesamt 106 differentiell 
exprimierte Gene detektieren. Hierbei handelte es sich um 41 reprimierte und 65 induzierte 
Gene. Im Vergleich der Genexpression von Dialysepatienten nach Dialyse (HD t3) mit 
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denen vor Dialyse wurden insgesamt 543 differentiell regulierte Gene ermittelt, wovon 402 
Gene reprimiert und 132 Gene induziert waren. Eine Übersicht bietet Abbildung 3-5. 
Auswertung MAS 5.0
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Abbildung 3-5: Übersicht über die differentielle Genexpression nach Analyse mit MAS 5.0. Als 
Schwelle wurde Faktor 3 gewählt. Im ersten Experiment wurden die Genexpression der Dialysepatienten vor 
Dialyse (HD t0) mit der der Kontrollpatienten verglichen. In der zweiten Säule ist die differentielle 
Genexpression der Dialysepatienten nach Dialyse (HD t3) verglichen mit Patienten vor Dialyse dargestellt. 
Die dritte Säule zeigt die Anzahl der induzierten und reprimerten Gene beim Vergleich HD t3 mit den 
Kontrollpatienten. 
 
Identifikation von Kandidatengenen 
Zur genaueren Analyse der Bedeutung der differentiell regulierten Gene zwischen 
Dialysepatienten und Kontrollpatienten wurde mit Hilfe der Affymetrix Plattform „Netaffx 
Analysis Center“ auf www.affymetrix.com die zu den Probensets gehörenden Gene mit 
ihren biologischen Funktionen ermittelt. Eine genaue Übersicht bieten Tabelle 3-2 und 
Tabelle 3-3. 
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Tabelle 3-2: Übersicht über die vermindert exprimierten Gene bei Dialysepatienten 
Gen Titel  Gen Symbol Biologische Funktion 
Veränderung im 
Expressions- 
Niveau (x-fach) 
p-Wert 
solute carrier family 17  SLC17A8 Transport-Aktivität 10,556 0,9991 
vanin 3 VNN3 Nitrogen-Stoffwechsel 4,287 0,9988 
prostaglandin-endoperoxide  
synthase 2  
PTGS2 
Cyclooxygenase Pathway: Regulation der inflamma-
torischen Antwort, Prostaglandin-Biosynthese 
3,732 0,9999 
CDNA FLJ37694 fis, clone 
BRHIP2015224 
--- nicht bekannt 3,732 0,9989 
Nemo-like kinase NLK DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 25,992 0,9992 
interleukin 1 receptor, type II IL1R2 Immunantwort 4,595 1 
early growth response 3 EGR3 DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 3,249 0,9993 
arginine vasopressin receptor 1A AVPR1A G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion 19,698 0,9985 
Plasminogen-like B2 RGPD1 Intracellulärer transport 25,992 0,9993 
mitogen-activated protein kinase 7 MAP2K7 
Aminosäure-Phosphorylierung, Antwort auf Stress, 
Signaltransduktion 
8,574 0,9992 
similar to cervical cancer  
suppressor-1 
LOC400410 nicht bekannt 3,249 0,9987 
Hypothetical LOC219638 LOC219638 nicht bekannt 13,929 0,9985 
Formin binding protein 1 FNBP1 Protein-Biosynthese 3,732 0,9997 
Tubulin, beta 1 TUBB1 
Mikrotubuli-basierte Bewegung, Protein-
Polymerisation 
12,126 0,9982 
CDNA FLJ12583 fis, clone 
NT2RM4001160 
--- nicht bekannt 8,000 0,9994 
CDNA FLJ13690 fis, clone 
PLACE2000097 
--- nicht bekannt 45,255 0,9989 
nicht bekannt --- homophile Zelladhäsion 45,255 0,9983 
Pre-B-cell colony enhancing factor 1 PBEF1 
Signaltransduktion, Positiv-Regulation der 
Zellproliferation, Pyridin-Nucleotid-Biosynthese 
29,857 0,9998 
ADAM metallopeptidase with 
thrombospondin type 1 motif, 2 
ADAMTS2 Proteolyse, Kollagen-Stoffwechsel 13,929 0,9997 
Signal-induced proliferation-
associated 1 like 1 
SIPA1L1 GTPase Aktivator-Aktivität, Proteinbindung 8,000 0,9999 
AT rich interactive domain 5B 
(MRF1-like) 
ARID5B 
DNA-abhängige Transkriptions-Regulation (Negativ-
Regulation) 
4,000 0,9984 
Phospholipid scramblase 1 PLSCR1 Immunantwort auf Viren, Thrombozyten-Aktivierung 3,482 0,9999 
Pre-B-cell colony enhancing factor 1 PBEF1 
Signaltransduktion, Positiv-Regulation der 
Zellproliferation, Pyridin-Nucleotid-Biosynthese 
3,249 1 
serine/threonine kinase 4 STK4 
Aminosäure-Phosphorylierung, Apoptose-Regulation, 
Signaltransduktion 
3,249 1 
zinc finger protein 684 ZNF684 DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 6,498 0,9992 
CDNA clone IMAGE:5286775 --- nicht bekannt 16,000 0,998 
CDC23 (cell division cycle 23, yeast, 
homolog) 
CDC23 Regulation des Zellzyklus 10,556 0,998 
MRNA; cDNA DKFZp686F12218  ADAMTS2 Proteolyse, Kollagen-Stoffwechsel 13,929 0,9975 
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Tabelle 3-3:  Übersicht über die vermehrt exprimierten Gene bei Dialysepatienten 
Gen Titel Gen-Symbol Biologische Funktion 
Veränderung im 
Expressions-
Niveau (x-fach) p-Wert 
zinc finger, CCHC domain 
containing 5 
ZCCHC5 --- 
7,464 0,000774 
twist homolog 2 (Drosophila) TWIST2 
Zelldifferenzierung, Negativ-Regulation der 
Osteoblasten-Differenzierung, DNA-abhängige 
Transkriptions-Regulation 13,929 0,000865 
Gene differentially expressed in 
prostate 
GDEP --- 
4,595 0,000307 
intracisternal A particle-promoted 
polypeptide 
IPP --- 
4,925 0,00165 
hypothetical protein FLJ25770 FLJ25770 --- 8,574 0,00069 
Integrin, beta-like 1  
(with EGF-like repeat domains) 
ITGBL1 Zell-Adhäsion 
8,574 0,001336 
Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 
Aminosäure-Phosphorylierung, Apoptose-
Induktion, Chemotaxis, Signaltransduktion, Stress-
Antwort 8,000 0,001201 
Coiled-coil domain containing 38 CCDC38 --- 6,964 0,000307 
cannabinoid receptor 1 (brain)   CNR1  G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion 3,156 0,000194 
WD repeat domain 49 WDR49 --- 32,000 0,00002 
retinoic acid receptor, alpha RARA 
DNA-abhängige Transkriptions-Regulation, 
Signaltransduktion, Stress-Antwort 25,992 0,001486 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 
polypeptide 50 
DDX50 --- 
8,574 0,000107 
transcription elongation factor B 
(SIII), polypeptide 3 (110kDa, 
elongin A) 
TCEB3 
Abwehrreaktion, DNA-abhängige Transkriptions-
Regulation 
6,498 0,000214 
unc-13 homolog B (C. elegans) UNC13B 
Exozytose, Apoptose-Induktion, 
Signaltransduktion 12,996 0,000692 
transferrin TF Eisen-Ionentransport 5,657 0,001832 
low density lipoprotein-related 
protein 2 
LRP2 
Aminosäure-Glycosylierung, Lipid-Stoffwechsel, 
Endozytose 3,249 0,000438 
AF4/FMR2 family, member 3 AFF3 DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 17,148 0,000078 
interleukin 7 receptor /// 
interleukin 7 receptor 
IL7R Immunantwort, Signaltransduktion 
5,278 0,00002 
tyrosine aminotransferase TAT Aminosäure-Stoffwechsel 3,249 0,000966 
Kruppel-like factor 12 KLF12 DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 32,000 0,000552 
midkine (neurite growth-
promoting factor 2) 
MDK Signaltransduktion, Zelldifferenzierung 
4,000 0,001336 
T cell receptor alpha locus  
TRA@ /// 
TRAC 
zelluläre Abwehrreaktion 
3,482 0,001651 
myotubularin related protein 3 MTMR3 Aminosäure-Dephosphorylierung 3,249 0,001201 
cyclin-dependent kinase inhibitor 
1C (p57, Kip2) 
CDKN1C Zell-Zyklus-Regulation 
3,031 0,00006 
Chromodomain helicase DNA 
binding protein 3 
LOC388388 --- 
3,482 0,000068 
farnesyl diphosphate synthase  FDPS  Cholesterol-Biosynthese  9,849 0,000273 
transmembrane protein 35 TMEM35 --- 19,698 0,000865 
cutaneous T-cell lymphoma-
associated antigen 1 
CTAGE1 
SRP-dependent cotranslational protein targeting to 
membrane 
5,278 0,001651 
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motilin receptor 
 
MLNR 
 
Kontraktion der glatten Muskulatur, G-Protein-
gekoppelte Signaltransduktion 
 
36,758 
 
0,000114 
B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc 
finger protein) 
BCL11B DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 
16,000 0,001201 
GTPase activating Rap/RanGAP 
domain-like 3 
GARNL3 --- 
3,482 0,000552 
1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase 3 
AGPAT3 Phospholipid-Biosynthese 
3,031 0,001486 
hypothetical protein BC007540 LOC144097 --- 4,925 0,00003 
CDNA FLJ45223 fis, clone 
BRCAN2020050 
--- --- 
4,287 0,000774 
KIAA1109 KIAA1109 --- 12,996 0,000189 
Zinc finger and BTB domain 
containing 10 
ZBTB10 DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 
3,031 0,001336 
Zinc finger protein 681 ZNF681 --- 21,112 0,001077 
CHK1 checkpoint homolog (S. 
pombe) 
CHEK1 
DNA-Reparation, Aminosäure-Phosphorylierung, 
Negativ-Regulation der Zellproliferation 11,314 0,000863 
hypothetical gene supported by 
BC037858 
LOC440117 --- 
4,000 0,001832 
zinc finger protein 546 ZNF546 DNA-abhängige Transkriptions-Regulation 18,379 0,000865 
Hypothetical protein FLJ23342 FLJ23342 --- 4,287 0,000068 
Androgen-induced proliferation 
inhibitor 
APRIN Regulation der Zellproliferation  
11,314 0,001201 
IQ motif and WD repeats 1 IQWD1 Glycin-Stoffwechsel 16,000 0,000492 
hypothetical protein LOC286434 LOC286434 --- 4,925 0,000896 
NACHT, leucine rich repeat and 
PYD  
NALP1 
Apoptose-Induktion, Abwehrreaktion auf 
Pathogene  3,732 0,00249 
sparc/osteonectin SPOCK2 Regulation der Zelldifferenzierung 3,031 0,002489 
protein kinase, membrane 
associated tyrosine/threonine 1 
PKMYT1 
Aminosäure-Phosphorylierung, Zellzyklus-
Regulation 4,595 0,00225 
DNA helicase HEL308 HEL308 --- 6,063 0,00225 
junction-mediating and regulatory 
protein 
JMY 
Transkriptionsregulation, Apoptose-Induktion, 
Stress-Antwort 4,925 0,002032 
 
 
3.2.3 AUSWERTUNG NACH DER GC-RMA-METHODE MIT BIOCONDUCTOR 
In einem zweiten Analyseverfahren wurde zur Auswertung der Genchipresultate die 
Methode GC-RMA (Gene Chip robuste microarray average) mit Hilfe des Programms 
Bioconductor benutzt. Auch hier wurde der willkürliche Schwellenwert zur Ermittlung der 
differentiellen Genexpression auf den Faktor 3 gelegt. Hierbei ließen sich im Vergleich der 
Dialysepatienten vor Dialyse (HD t0) mit Kontrollpatienten insgesamt 19 differentiell 
exprimierte Gene detektieren, wobei es sich ausschließlich um induzierte Gene handelte. 
Im Vergleich der Genexpression von Dialysepatienten nach Dialyse (HD t3) mit denen vor 
Dialyse wurden insgesamt 384 differentiell regulierte Gene ermittelt, wovon 274 Gene 
reprimiert und 110 Gene induziert waren. Eine Übersicht bietet Abbildung 3-6. 
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Abbildung 3-6: Darstellung der differentiell regulierten Genexpression. Die Schwelle für den 
Expressionsunterschied wurde auf den Faktor ± 3 festgelegt. Im ersten Experiment wurde die Genexpression 
von Dialysepatienten vor Dialyse (HD t0) mit der von Kontrollpatienten verglichen, im zweiten Experiment 
die Expression nach Dialyse (HD t3) gegenüber vor Dialyse. Die dritte Säule gibt die Genexpression der 
Patienten nach Dialyse verglichen mit den Kontrollpatienten wieder. 
 
 
3.2.4 DATENANALYSE UND VISUALISIERUNG 
Für eine erste beurteilende Analyse wurde eine zwei-dimensionale Heatmap nach Eisen et 
al. durchgeführt [Eisen et al. 1998]. Dieses Verfahren dient als Werkzeug zur Visualisierung 
von Mikroarray-Daten und beruht auf der Farbkodierung der gemessenen 
Expressionswerte. Die Expressionswerte werde in Form einer Matrix dargestellt, in der die 
Zeilen die Gene und die Spalten die verschiedenen Bedingungen oder Zeitpunkte 
darstellen, an denen die Genexpression gemessen wurde. So werden alle untersuchten 
Proben auf der Basis der Ähnlichkeit ihrer Transkriptionsprofile in ein Verhältnis gestellt 
und ihr Verwandtschaftsgrad visualisiert. 
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Abbildung 3-7: Heatmap der drei Chip-Experimente. Expressionswerte, die keine Veränderung der 
Genexpression in Bezug auf das Kontrollexperiment repräsentieren, werden durch eine Gelbfärbung der 
entsprechenden Zelle gekennzeichnet. Bei einer Erhöhung des Expressionswertes in Bezug auf das 
Kontrollexperiment, ist die Zelle mit einer Farbe aus dem Gradienten von Gelb nach Rot eingefärbt, dabei 
steht reines Rot für die größte beobachtete Erhöhung. Bei einer Verringerung der Expression, werden Farben 
aus dem Gradienten von Gelb nach Blau verwendet. Reines Blau stellt die maximale beobachtete 
Verringerung der Genexpression dar. 
Die erste Spalte, die mit „after“ gekennzeichnet ist, gibt die Genexpressionswerte der Patienten nach Dialyse 
(Pool 2) wieder. Die nächste Spalte, bezeichnet mit „before“, die Expressionswerte der Patienten vor Dialyse 
(Pool 1) und die letzte Spalte die Genexpressionswerte der Kontrollpatienten (Pool 3). 
 
Die Heatmap in Abbildung 3-7 zeigt, dass sich die Expressionswerte von Pool 1 
(Dialysepatienten vor Dialyse) und Pool 3 (Kontrollpatienten) weniger unterscheiden als 
die Expressionswerte von Pool 2 (Dialysepatienten nach Dialyse) und Pool 1 bzw. Pool 3. 
Zur Ermittlung der differentiellen Genexpression zwischen den zu vergleichenden Proben 
wurden die Datensets der einzelnen Experimente exportiert und in einer sekundären 
Analyse bioinformatisch ausgewertet. Mit Hilfe des Scatter-Plots als graphische Darstellung 
der Mikroarray-Daten konnten die Veränderungen in der Genexpression der einzelnen 
Experimente untereinander visualisiert werden. 
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Die Abbildung 3-8 zeigt den Scatterplot der differentiellen Genexpression zwischen Pool 1 
und Pool 3 (Kontrollgruppe versus Patienten vor Dialyse), Abbildung 3-9 die Scatterplots 
der Experimente Pool 2 versus Pool 1 (nach Dialyse versus vor Dialyse) und Pool 3 versus 
Pool 2 (nach Dialyse versus Kontrollgruppe).  
Messpunkte, welche auf der Diagonalen oder in deren enger Nachbarschaft liegen, werden 
bei Dialysepatienten und den Kontrollen gleich stark exprimiert. Durch Festlegung des 
Cut-off-Wertes (FoldChange ><3) können Sondensignale identifiziert werden, die sich 
reproduzierbar zwischen den verglichenen Zuständen unterscheiden und deshalb weiter 
entfernt von der Diagonalen liegen. Diese Messpunkte korrespondieren mit Genen, die 
infolge der Dialyse-Behandlung hoch- oder herunterreguliert sind. 
Auch in dieser graphischen Darstellung zeigt sich ein größerer Unterschied zwischen Pool 
3 und Pool 2 bzw. Pool 1 als zwischen Pool 1 und Pool 3 untereinander. 
 
 
 
Abbildung 3-8: Scatterplot des Experimentes Pool 1 versus Pool 3. Auf der x-Achse sind die 
normalisierten, log-transformierten, gemittelten Signale der Kontrollgruppe, auf der y-Achse die Signale der 
Patienten vor Dialyse aufgetragen 
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Abbildung 3-9: Scatterplots der Experimente Pool 2 versus Pool 1 und Pool 2 versus Pool 3. Im ersten 
Scatterplot sind auf der x-Achse die normalisierten, log-transformierten, gemittelten Signale der Patienten vor 
Dialyse, auf der y-Achse die Signale der Patienten nach Dialyse aufgetragen. In der zweiten Grafik sind auf 
der x-Achse die Signale der Kontrollgruppe und auf der y-Achse die der Patienten nach Dialyse aufgetragen. 
 
3.2.5 AUSWAHL BIOLOGISCH RELEVANTER GENE 
Auch nach Auswertung der Daten mit der GC-RMA-Methode wurden die um mindestens 
den Faktor 3 differentiell regulierten Gene anhand ihrer biologischen Beschreibung 
genauer betrachtet. Hierbei wurden die Gene herausgesucht, die entweder beim Vergleich 
der Patienten vor Dialyse mit den nierengesunden Patienten einer Regulation unterliefen 
(P1 versus P3) oder durch das Dialyseverfahren per se eine Veränderung der 
Genexpression erfuhren (P2 versus P1). Da nach Stand der Wissenschaft vor allem 
Adhäsions-, Inflammations- und Koagulationsfaktoren bei der Entstehung von 
Atherosklerose eine entscheidende Rolle spielen, wurden dementsprechend drei 
funktionelle Gruppen gebildet: 
1. Adhäsion:  
Hierbei fanden sich 14 Gene (auf insgesamt 16 Probesets), die im Pathway der 
Adhäsion eine Rolle spielen. Diese sind mit Namen und zugehöriger Probeset-ID 
in  
Tabelle 3-4 angegeben. Eine graphische Darstellung der differentiellen 
Genexpression in den unterschiedlichen Gruppen bietet die Heatmap in 
Abbildung 3-10. 
2. Inflammation 
Hier fanden sich 31 Gene (auf insgesamt 37 Probesets), die eine Bedeutung bei 
Inflammationsprozessen haben. Diese sind in Tabelle 3-5 aufgeführt. Die 
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differentielle Genexpression der wichtigsten Gene dieser Gruppe sind in Tabelle 
3-6 aufgelistet und im Heatmap von Abbildung 3-11 dargestellt. 
3. Koagulation  
Zu dieser Gruppe ließen sich nur 2 Gene zuordnen. Sie sind in Tabelle 3-7 aufgeführt. 
 
Tabelle 3-4: Übersicht über die funktionelle Gruppe der Adhäsion. Die Spalte P1 versus P3 stellt die x-
fache Veränderung der Genexpression der Dialysepatienten vor Therapie zu den Kontrollpatienten dar. 
Entsprechend zeigt die Spalte P1 versus P2 die Expressionsveränderung der Gene, die nach der 
Dialysebehandlung bei HD-Patienten detektiert wurden. 
 
Probeset ID 
 
Gen-Titel 
 
Gen- Symbol 
 
P1 vs. P3 
 
P2 vs. P1 
1558214_s_at catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 
102kDa 
CTNNA1 -4,92 - 
201109_s_at -4,71 - 
201110_s_at 
thrombospondin 1 THBS1 
-4,61 - 
201646_at scavenger receptor class B, member 2 SCARB2 - -7,38 
202516_s_at discs, large homolog 1 (Drosophila) DLG1 - -3,90 
202638_s_at intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human 
rhinovirus receptor 
ICAM1 3,28 - 
205884_at -4,28 -5,14 
205885_s_at 
integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of 
VLA-4 receptor) 
ITGA4 
-3,20 -4,45 
206025_s_at tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 TNFAIP6 - 3,49 
206470_at - -3,28 
206471_s_at 
plexin C1 PLXNC1 
- -5,54 
207113_s_at tumor necrosis factor (TNF superfamily, 
member 2) 
TNF  4,38 
208653_s_at CD164 molecule, sialomucin CD164  -4,99 
211506_s_at interleukin 8 IL8  -6,85 
214895_s_at ADAM metallopeptidase domain 10 ADAM10  -3,26 
217523_at CD44 molecule (Indian blood group) CD44 -3,12  
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Tabelle 3-5: Übersicht über die funktionelle Gruppe der Inflammation 
 
Probeset ID 
 
Gene-Titel 
 
Gen-Symbol 
205660_at 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like OASL 
208653_s_at CD164 molecule, sialomucin CD164 
207549_x_at 
211574_s_at 
CD46 molecule, complement regulatory protein CD46 
200985_s_at CD59 molecule, complement regulatory protein CD59 
208488_s_at complement component (3b/4b) receptor 1 (Knops blood group) CR1 
219890_at C-type lectin domain family 5, member A CLEC5A 
201044_x_at dual specificity phosphatase 1 DUSP1 
207674_at 
211816_x_at 
Fc fragment of IgA, receptor for FCAR 
211734_s_at Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; alpha polypeptide  FCER1A 
204006_s_at Fc fragment of IgG, low affinity IIIa, receptor (CD16a) /// Fc 
fragment of IgG, low affinity IIIb, receptor (CD16b) 
FCGR3A /// 
FCGR3B 
204439_at interferon-induced protein 44-like IFI44L 
217502_at interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 IFIT2 
205403_at 
211372_s_at 
interleukin 1 receptor, type II IL1R2 
230631_s_at Interleukin 10 receptor, beta IL10RB 
212196_at Interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor) IL6ST 
211506_s_at interleukin 8 IL8 
213831_at major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 HLA-DQA1 
228592_at membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1 MS4A1 
211026_s_at monoglyceride lipase /// monoglyceride lipase MGLL 
222206_s_at nicalin homolog (zebrafish) NCLN 
204896_s_at prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) PTGER4 
1554997_a_at 
204748_at 
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H 
synthase and cyclooxygenase) 
PTGS2 
211605_s_at 
211605_s_at 
retinoic acid receptor, alpha /// retinoic acid receptor, alpha RARA 
1559883_s_at SAM domain and HD domain 1 SAMHD1 
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244804_at Sequestosome 1 SQSTM1 
208097_s_at thioredoxin domain containing /// thioredoxin domain containing TXNDC 
1552798_a_at 
221060_s_at 
toll-like receptor 4 TLR4 
207113_s_at tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) TNF 
209294_x_at tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b TNFRSF10B 
206025_s_at tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 TNFAIP6 
229741_at Virus-induced signaling adapter VISA 
 
 
Tabelle 3-6: Übersicht über die wichtigsten Gene der Inflammations-Gruppe. Die Spalte P1 versus P3 
stellt die x-fache Veränderung der Genexpression der Dialysepatienten vor Therapie zu den 
Kontrollpatienten dar. Entsprechend zeigt die Spalte P1 versus P2 die Expressionsveränderung der Gene, die 
nach der Dialysebehandlung bei HD-Patienten detektiert wurden. 
 
Probeset ID 
 
Gen Titel 
 
Gen 
Symbol 
 
Biologische Funktion 
 
P1 vs. P3 
 
P2 vs. P1 
230631_s_at 
Interleukin 10 
receptor, beta 
IL10RB 
inflammatorische 
Reaktion, Immunantwort 
+3,38 - 
211506_s_at interleukin 8 IL8 Angiogenese, Chemotaxis - -3,09 
211026_s_at monoglyceride lipase MGLL 
inflammatorische 
Reaktion,Lipidstoffwechsel 
+4,71 - 
1554997_a_at - +4,25 
204748_at 
prostaglandin-
endoperoxide 
synthase 2 
(prostaglandin G/H 
synthase and 
cyclooxygenase) 
PTGS2 
Prostaglandin-Biosynthese, 
Regulation der inflamma-
torischen Reaktion 
- +3,08 
211605_s_at 
retinoic acid receptor, 
alpha  
RARA 
Transkriptionsregulation, 
Stress-Antwort 
- +4,34 
1552798_a_at -3,01 - 
221060_s_at 
toll-like receptor 4 TLR4 
Typ I Immunantwort, 
Makrophagen-Aktivierung 
-3,55 - 
211372_s_at 
Interleukin 1 
Rezeptor 2 
IL1R2 Immunantwort +17,08 +3,66 
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Abbildung 3-10: Heatmap der differentiellen Genexpression der für die Adhäsion relevanten Gene 
 
 
Abbildung 3-11: Heatmap der differentiellen Genexpression ausgesuchter Gene aus der Gruppe der 
Inflammation 
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Tabelle 3-7: Übersicht über die funktionelle Gruppe der Koagulation. Die Spalten P1, P3 und P2 geben 
die gerundete log-transformierten Expressionswerte der einzelnen Gruppen wieder: P1 = Patientengruppe 
vor Dialyse, P2 = Patientengruppe nach Dialyse und P3 = Kontrollgruppe. Der Foldfactor zeigt den Faktor 
der Veränderung der Genexpression von P1 zu P3. 
 
Probeset-ID 
 
Gen-Titel 
 
Gen- Symbol 
 
P1 
 
P2 
 
P3 
 
Foldfacto
r 
205013_s_at Adenosine A2a receptor ADORA2A 2,596 5,240 2,892 6,254 
210997_at hepatocyte growth factor  HGF 3,567 5,271 4,229 3,256 
 
 
3.3 VERGLEICH DER BEIDEN AUSWERTUNGSMETHODEN 
Bei der Durchführung Analyse der differentiellen Genexpression wurde bei beiden 
Analyseverfahren als Schwellenwert für die Auswahl differentiell regulierter Gene der 
Faktor 3 gewählt. Hierbei konnten im ersten Auswertungsverfahren mit dem Programm 
MAS 5.0 beim Vergleich von Dialysepatienten vor Dialyse (HD t0) mit den 
Kontrollpatienten 106 Gene identifiziert werden, wohingegen bei der Auswertung mit GC-
RMA nur 19 Gene ermittelt werden konnten. Im Vergleich von Dialysepatienten nach 
Dialyse (HD t3) mit Patienten vor Dialyse fanden sich durch MAS 5.0 534 differentiell 
regulierte Gene und mit Hilfe von GC-RMA 384 Gene. 
 
3.3.1 DIALYSEPATIENTEN VERSUS KONTROLLPATIENTEN 
Zur Identifikation von Kandidatengenen wurden im Vergleich der beiden 
Auswertungsmethoden Schnittmengen der ermittelten differentiell regulierten Gene 
gebildet. Hierbei zeigten im Vergleich zwischen Pool 1 und Pool 3 vier Genlokalisationen 
eine Expressionsänderung um mindestens den Faktor 3. Diese sind in Tabelle 3-8 mit ihrer 
biologischen Funktion aufgeführt. 
Tabelle 3-9 zeigt die aufgrund ihrer biologischen Funktion für die Fragestellung 
interessanten Gene und den Vergleich der Resultate, die durch die Anwendung der beiden 
Auswertungsverfahren entstanden. 
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Tabelle 3-8: Übersicht über die Schnittmenge der differentiell regulierten Gene beider Auswertungs-
Verfahren. Vergleich zwischen Pool 1 (Dialysepatienten vor Dialyse) und Pool 3 (Kontrollpatienten) 
Probenset ID Gen Titel 
Gen 
Symbol 
Biologische Funktion 
1554997_a_at 
prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2 
PTGS2 
Prostaglandin Biosynthese, Regulation d. in-
flammatorischen Antwort, Blutdruckregulation 
205403_at 
interleukin 1 receptor, type 
II 
IL1R2 Immunantwort 
211372_s_at 
interleukin 1 receptor, type 
II 
IL1R2 Immunantwort 
243296_at 
Pre-B-cell colony enhancing 
factor 1 
PBEF1 
Signaltransduktion, Positivregulation der 
Zellproliferation 
 
Tabelle 3-9: Übersicht über ausgewählte differentiell regulierte Gene. Vergleich der Ergebnisse beider 
Auswertungsverfahren 
 Auswertung mit MAS 5.0 Auswertung mit GC-RMA 
Gen 
Symbol 
differentielle 
Expression 
x-fache 
Veränderung 
differentielle 
Expression 
x-fache 
Veränderung 
PTGS2 vermindert 3,732 vermindert 13,51 
IL1R2 vermindert 4,595 vermindert 7,02 
PBEF1 vermindert 30,300 vermindert 4,48 
 
 
3.3.2 ZEITPUNKTVERGLEICH: NACH DIALYSE VERSUS VOR DIALYSE 
Durch Erstellen der Schnittmenge der Ergebnisse beider Auswertungsverfahren fanden 
sich 209 Gene, die bei beiden Auswertungsverfahren als um mehr als Faktor 3 differentiell 
reguliert sind. Aufgrund der Datenmenge werden hier nur die Kandidatengene dieser 
Schnittmenge aufgelistet, die eine potentielle Rolle in der Entstehung von Atherosklerose 
bei Dialysepatienten spielen könnten. Diese sind in Tabelle 3-10 wiedergegeben.  
 
 
 
 
 
 77 
Tabelle 3-10: Auswahl von Kandidatengenen aus der Schnittmenge der beiden 
Auswertungsverfahren- Vergleich zwischen Pool 2 (Patienten nach Dialyse) und Pool 1 (Patienten vor 
Dialyse). 
Probenset ID Gen Title 
Gen 
Symbol 
biologische 
Funktion 
Differentielle 
Genexpression 
MAS 5.0 /GC-
RMA 
1552554_a_at 
caspase recruitment 
domain family, member 12 
CARD12 
Bakterienabwehr, 
Sekretion von IL1β 
-9,1 / -18,2 
1554273_a_at 
leukocyte-derived 
arginine aminopeptidase 
LRAP 
Proteolyse, 
Blutdruckregulation 
-4,6 /-3,8 
1555214_a_at 
C-type lectin domain 
family 7, member A 
CLEC7A 
Phagozytose, 
T-Zell-Aktivierung 
-5,7 / -8,01 
1555565_s_at TAP binding protein (tapasin) TAPBP Immunantwort -3,2 / -3,7 
1557236_at apolipoprotein L, 6 APOL6 Lipidstoffwechsel -3,03 / -3,14 
1558214_s_at 
catenin (cadherin- 
associated protein), alpha 1 
CTNNA1 Zelladhäsion -4,28 / -5,2 
1559883_s_at SAM domain, HD domain 1 SAMHD1 Immunantwort -7,0 / -9,5 
201646_at 
scavenger receptor class B, 
member 2 
SCARB2 Zelladhäsion -4,9 / -7,2 
204006_s_at 
Fc fragment of IgG, 
low affinity IIIa, rec (CD16a) 
FCGR3A 
/3B 
Immunantwort -3,48 / -3,9 
204896_s_at prostaglandin E receptor 4 PTGER4 Immunantwort -9,28 / -4,1 
205884_at integrin, alpha 4 ITGA4 Zelladhäsion -4,28 /-5,1 
205885_s_at integrin, alpha 4 ITGA4 Zelladhäsion -3,24 / -4,4 
206471_s_at plexin C1 PLXNC1 Zelladhäsion -3,72 / -5,5 
207549_x_at 
CD46 molecule, complement 
regulatory protein 
CD46 
Komplement- 
aktivierung 
-3,7 / -5,2 
207674_at Fc fragment of IgA, receptor FCAR Immunantwort -3,0 / -3,9 
208653_s_at CD164 molecule, sialomucin CD164 
Immunantwort, 
Zelladhäsion 
-4,3 / -4,8 
211307_s_at Fc fragment of IgA, receptor FCAR Immunantwort -4,3 / -7,2 
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211506_s_at interleukin 8 IL8 
Angiogenese, 
Chemotaxis, Zellmotiltät 
-7,0 / -3,1 
211574_s_at 
CD46 molecule, complement 
regulatory protein 
CD46 
Komplement-
aktivierung, 
Immunantwort 
-4,3 / -6,0 
211605_s_at retinoic acid receptor, alpha RARA 
Transkriptions-
regulation, 
Aktivierung von NF-
kappa B 
Transkriptionsfaktor 
+ 3,0 / +4,3 
211816_x_at Fc fragment of IgA, receptor FCAR Immunantwort -3,0 / -5,8 
212196_at Interleukin 6 signal transducer IL6ST Immunantwort -4,0 / -4,3 
AFFX-
HUMISGF3A 
signal transducer and 
activator of transcription 1 
STAT1 NF-kappa B Kaskade -7,0 / -9,3 
 
 
 
3.4 AUSWERTUNG DER QUANTITATIVEN REAL-TIME-PCR-DATEN 
Mit den aus den Monozyten der einzelnen Patienten gewonnenen RNA-Proben wurden für 
folgende 12 Gene Taqman® PCR-Läufe durchgeführt: 
 
Gen Name Gen Symbol 
Arginin-Vasopressin-Rezeptor 1 AVPR1A 
Interleukin-1 Rezeptor-2 IL1R2 
Interleukin-7 Rezeptor IL7R 
Krüppel-like Faktor 12 KLF12 
Cyclooxygenase-2 COX2 
Cannabinoid-Rezeptor 1 CNR1 
Induzierbare Sticksoffmonoxidsynthetase iNOS 
Retinsäure-Rezeptor α RARA 
Osteonektin SPARC 
Toll-like Rezeptor 4 TLR4 
Tissue factor TF 
Tumor-Nekrose-Faktor α TNFα 
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Die Auswahl der Gene für die Taqman® PCR folgte nach mehreren Kriterien: Zum einen 
sollte eine Verifizierung der Daten aus den Mikroarray-Experimenten erfolgen, zum 
anderen sollte so die Genexpression der eingangs beschriebenen Gene TLR4, TF und 
iNOS auf Einzelpatientenniveau für den zweiten Teil der Studie ermittelt werden. Die 
Expression von TNFα diente zur Überprüfung der Methodik. 
Da zum Zeitpunkt der Taqman®-PCR nur die herkömmliche Auswertung der Mikroarray-
Ergebnisse nach der MAS 5.0-Methode vorlag, konnten auch nur diese Ergebnisse in die 
Auswahl der weiter zu untersuchenden Gene berücksichtigt werden. Eine detaillierte 
Analyse aller auf dem Genchip differentiell regulierten Gene hätte den Rahmen der Studie 
gesprengt, so dass eine Auswahl interessanter Gene anhand ihrer biologischen Funktion 
und ihrer potentiellen Rolle bei der Atherogenese erfolgte.  
 
 
Tabelle 3-11: Auswahlkriterien der differentiell regulierten Gene für die Taqman® PCR 
GEN Biologische Funktion 
Veränderung im Expressions-
Niveau laut Mikroarray: 
Kontrolle vs. HD-Patienten 
AVPR1A G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion 20 : 1 
CNR1 G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion,                        
kardiovaskuläre Stress-Reaktion 
1 : 3 
IL1R2 Immunantwort 5 : 1 
COX2 
Fettsäure-Biosynthese, Zellmotiliät, 
Blutdruckregulation, Cyclooxygenase 
Pathway:Regulation der inflammatorischen 
Antwort, Prostaglandin-Biosynthese 
4 : 1 
KLF12 Bindung von Zink-Ionen, DNA-abhängige 
Transkriptions-Regulation 
1 : 32 
RARA DNA-abhängige Transkriptions-Regulation, 
Signaltransduktion, Antwort auf Stress 
1 : 26 
IL7R Immunantwort, Signaltransduktion 1 : 5 
SPARC Regulation der Zelldifferenzierung 1 : 3 
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Die Daten der PCR-Analyse der Einzelpatienten wurden in Gruppen entsprechend der 
Pools der Genchipanalyse gegenübergestellt. Darüber hinaus wurden Patientensubgruppen 
gebildet, die sich durch das Vorhandensein von koronarer Herzkrankheit von einander 
unterschieden.  
Die Genexpression von iNOS, TLR4 und Tissue factor werden in Abbildung 3-12 
wiedergegeben Die Daten der Analyse der Kandidatengene sind den Diagrammen der 
Abbildung 3-13 zu entnehmen.  
 
 
Abbildung 3-12: quantitative Genexpression von iNOS, TLR4 und TF 
 
Bei der Untersuchung der Expression von TNFα zeigte sich eine hoch signifikante           
(p < 0.001) Erhöhung der Expression um den Faktor 2,5 nach der Dialyse (102.000 
Kopien pro 1 Mio. 18s RNA), während unter Kontrollpatienten (4.000 Kopien) und 
Dialysepatienten zum Zeitpunkt HD (t0) (4200 Kopien) kein Unterschied im 
Expressionsniveau bestand. Das Ergebnis zeigt sich auch im Vergleich von KHK Patienten 
und Patienten ohne KHK. KHK Patienten wiesen vor Dialyse ein Expressionsniveau von 
4310 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA auf, welches nach Dialyse auf 107.000 Kopien anwuchs. 
Die Dialysepatienten ohne KHK hatten zu Beginn der Dialyse ein Expressionsniveau von 
4090 Kopien, das nach Dialyse auf 9570 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA anstieg. Abbildung 
3-14 stellt die mRNA-Expression von TNFα der unterschiedlichen Gruppen dar. 
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Abbildung 3-13: Übersicht über die Genexpression der differentiell regulierten Gene 
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Abbildung 3-14: quantitative Analyse der mRNA-Expression von TNFα 
 
 
3.5 DIREKTER VERGLEICH VON GENEXPRESSIONSDATEN AUS REAL-TIME-
PCR UND HIGH-DENSITY AFFYMETRIX GENECHIP® 
Zur Detektion unterschiedlicher Genexpression wurden zwei verschiedene Ansätze 
durchgeführt. Zum Einen die Mikroarray-Expresssionsanalyse mit mehreren tausend 
Genen sowie das TaqMan®-System, bei dem hingegen nur wenige ausgewählte Gene 
untersucht wurden.  
 
Analyse Ziel 
HD (t0) versus Co  
Identifikation von Kandidatengenen, die bei 
Dialysepatienten allgemein im Gegensatz zu 
Nierengesunden eine veränderte Expression 
aufweisen 
HD (t0) versus HD (t3) 
Identifikation von Genen, die durch das 
Dialyseverfahren in ihrem Expressionsniveau 
verändert werden 
HD (KHK+) versus (HD KHK-) 
Ermittlung des Stellenwertes atherosklerotischer 
Grunderkrankungen als Ursache für eine 
Veränderung im Expressionsniveau  
 
 
3.5.1 HD (T0) VERSUS CO 
Die Ergebnisse der Genchipanalyse konnten zumindest in ihrer Tendenz mithilfe der 
absoluten Quantifizierung mittels Real-Time PCR in folgenden Fällen bestätigt werden: 
In der Reihe der vermindert exprimierten Gene konnte nur bei COX-2 das Mikroarray-
Ergebnis wiederholt werden. Es zeigte sich eine signifikante (p < 0,01) Verminderung der 
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RNA Expression der Dialysepatienten zu Beginn der Dialyse (72,1 Kopien pro 1 Mio. 18s 
RNA) im Vergleich zu den Kontrollpatienten (163 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA).  
Die Veränderungen in der Expression von IL1R2, AVPR1A und SPARC waren dagegen 
nicht signifikant.  
In der Gruppe der vermehrt exprimierten Gene zeigte die CNR-1 RNA Expression bei der 
quantitativen Untersuchung eine signifikant erhöhte Expression (p < 0,01) um den Faktor 
2,5 bei Dialysepatienten (1,56 Kopien / 1 Mio. 18s RNA) im Gegensatz zu 
Kontrollpatienten (0,622 Kopien / 1 Mio. 18S RNA). 
Die Expression von IL7R war bei Dialysepatienten (50,3 Kopien im Gegensatz zu 10,9 
Kopien bei Kontrollpatienten) signifikant erhöht (p < 0,05)  
Die Expressionen von RARA und KLF-12 wiesen dagegen keinen signifikanten 
Unterschied auf. 
Bei den gesondert untersuchten Genen konnte für Tissue factor ein signifikanter 
Unterschied im Expressionsniveau (p < 0,05) zwischen Dialysepatienten und 
Kontrollpatienten festgestellt werden. Während Dialysepatienten ein Expressionsniveau 
von 0,63 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA aufwiesen, zeigten die Kontrollpatienten eine 
Expression von 0,44 Kopien. 
Die Ergebnisse für TLR-4 und iNOS waren nicht signifikant. 
 
3.5.2 HD (T0) VERSUS HD (T3) 
Im Vergleich der Genexpression vor und drei Stunden nach Beginn der Dialyse konnte bei 
folgenden Genen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden:  
Bei COX-2 kommt es nach Dialyse zu einem signifikanten (p < 0,001) Anstieg der 
Genexpression auf 192 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA. 
IL1R2 zeigt einen Anstieg von 710 auf 1100 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA (p < 0,05). 
IL7R fällt die RNA Expression signifikant (p < 0,05) auf 14,4 Kopien ab.  
Die Expression von Tissue factor erhöht sich nach Dialyse auf ein Niveau von 0,95 
Kopien pro 1 Mio. 18s RNA (p < 0,05). 
Bei den übrigen Genen ist keine Signifikanz nachzuweisen. 
 
3.5.3 HD (T3) VERSUS CO 
Die Gene CNR-1 und SPARC weisen im Vergleich mit den Kontrollpatienten nach der 
Dialyse eine signifikante Abweichung im Expressionsniveau auf. Während bei CNR-1 die 
Kopienzahl von 0,62 pro 1 Mio. 18s RNA bei Kontrollpatienten gemessen wurde, fand 
sich bei Dialysepatienten nach Dialyse ein Niveau von 1,76 Kopien (p < 0,01). 
84 
Dahingegen weisen Dialysepatienten nach Dialyse ein signifikant (p < 0,05) vermindertes 
Expressionsniveau von SPARC (7,66 Kopien) im Gegensatz zu Kontrollpatienten (14,1 
Kopien) auf. 
 
3.5.4 HD (KHK+) VERSUS (HD KHK-) 
Im Vergleich von Dialysepatienten mit oder ohne KHK fand sich in beiden Gruppen eine 
Erhöhung der Genexpression von COX-2 entsprechend der des Gesamtkollektivs: bei 
KHK Patienten stieg die Expression von 73 Kopien auf 213 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA 
(p < 0,01), während bei Dialysepatienten ohne KHK der Wert von 70,5 Kopien auf 171 
Kopien pro 1 Mio. 18s zunahm (p < 0,01). 
KHK-Patienten wiesen zudem eine signifikant (p < 0,01) verminderte Expression von 
CNR-1 nach Dialyse auf, während die Patienten ohne KHK einen signifikanten (p < 0,05) 
Anstieg der Expression von 1,11 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA auf 2,54 Kopien nach der 
Dialyse zeigten. 
Bei IL1R2 zeigte sich eine signifikant verminderte Genexpression bei Dialysepatienten 
ohne KHK vor Dialyse (478 Kopien) im Vergleich zu KHK Patienten vor Dialyse (955 
Kopien). 
KLF-12 war bei Patienten mit KHK nach Dialyse signifikant vermindert (96 Kopien vor 
der Dialyse, 60 Kopien nach Dialyse). 
Bei RARA fand sich eine signifikante Verminderung der Expression zwischen KHK 
Patienten (544 Kopien) und Dialysepatienten ohne KHK (400 Kopien). 
Tissue factor zeigte sowohl im Vergleich von KHK- und Nicht-KHK-Patienten eine 
signifikante Differenz, als auch im Vergleich von Patienten ohne KHK vor und nach der 
Dialyse. Während KHK-Patienten im Gegensatz zur Gruppe der Nicht-KHK-Patienten 
ein erhöhtes Expressionsniveau (0,49 Kopien zu 0,96 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA) 
aufweisen, steigert sich innerhalb der Gruppe der Patienten ohne KHK die Genexpression 
von TF von 0,46 Kopien vor Dialyse auf 0,9 Kopien nach der Dialyse (p < 0,01). 
Bei TLR4 fand sich eine verminderte Expression jeweils vor Dialysebeginn bei Patienten 
ohne KHK (948 Kopien) im Vergleich mit KHK-Patienten (1430 Kopien). 
 
3.5.5 HD (KHK+) UND HD (KHK-) VERSUS CO 
Im Vergleich der klinischen Subpopulationen der Dialysepatienten mit und ohne KHK mit  
der Gruppe der Kontrollpatienten fallen folgende Signifikanzen auf: 
Die Expression von CNR-1 bei Dialysepatienten mit KHK vor Dialyse ist mit einem Wert 
von 1,98 Kopien pro 1 Mio. 18s RNA um den Faktor 3,2 erhöht. 
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IL1R2 zeigt mit 478 Kopien eine hoch signifikante Verminderung um den Faktor 1,8 in der 
Expression bei Dialysepatienten ohne KHK zum Zeitpunkt HD (t3). 
Bei IL7R zeigt sich sowohl bei Dialysepatienten mit KHK (32 Kopien) als auch bei 
Patienten ohne KHK (69,6 Kopien) vor Dialyse eine Steigerung der Expression um den 
Faktor 3 in der erst genannten Gruppe bzw. Faktor 6,4 in der zweiten Gruppe. 
KLF-12 zeigt mit einer Kopienzahl von 96 pro 1 Mio. 18s RNA ein um den Faktor 1,4 
erhöhtes Expressionsniveau bei KHK Patienten vor Dialyse auf, während bei RARA in 
dieser Gruppe die Kopienzahl mit 544 Kopien /1 Mio. 18s RNA um den Faktor 1,2 erhöht 
ist. 
Tissue factor weist bei KHK Patienten vor Dialyse (0,97 Kopien) eine 1,8-fach erhöhte 
Expression auf und TLR4 mit 1430 Kopien eine Steigerung der Expression um den Faktor 
1,3. 
 
 
3.6 QUANTITATIVE GENEXPRESSIONSANALYSE DER POOLS 
Zur Verifikation der Daten aus den Untersuchungen auf Einzelpatientenniveau wurde eine 
zweite PCR-Reihe durchgeführt, bei der die cDNA der Einzelpatienten vor Durchführung 
der PCR in den entsprechenden Pools vereint wurde. Die Expression der einzelnen 
differentiell regulierten Gene innerhalb des Pools der Dialysepatienten vor Dialyse (HD t0) 
mit dem Pool der Kontrollpatienten (Co) werden in Abbildung 3-15 gegenübergestellt. 
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Abbildung 3-15: Übersicht über die Genexpression der Pools von Kontroll- und Dialysepatienten  
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4 DISKUSSION 
In der vorliegenden Arbeit wurden genomweite Genexpressionsprofile von Monozyten 
von Dialysepatienten jeweils vor und nach Dialyse und von einer Vergleichspopulation 
erstellt und unter verschiedenen Aspekten analysiert. Ziel war es, Aufschlüsse über die 
Pathogenese von Atherosklerose bei Dialysepatienten durch Nachweis hämodialyse-
assoziierter Genexpressionsveränderungen zu erhalten. 
Insgesamt sollte eine Identifikation von prognostischen und/oder diagnostischen Markern 
für das atherosklerotische Risiko von Dialysepatienten ermöglicht werden. 
In einem zweiten Teil der Arbeit wurde die Regulation wichtiger Faktoren für Immunität 
und Inflammation (TLR4, iNOS) und Koagulation (Tissue factor) bei Dialysepatienten 
sowohl im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv als auch im Vergleich vor und nach Dialyse 
untersucht. 
 
4.1 WAHL DER PATIENTEN  
Die Auswahl der Dialysepatienten fand innerhalb eines kooperierenden Dialysezentrums 
und auf der Dialysestation des Universitätsklinikums Aachen statt. Hierbei wurden 
möglichst „gesunde“ Patienten eingeschlossen, um der Fragestellung nach Veränderungen 
durch das Dialyseverfahren gerecht zu werden. Es wurden die Patienten ausgewählt, die 
innerhalb des Patientenstamms der Dialyseabteilung die geringste Zahl an 
Begleiterkrankungen, den stabilsten Allgemeinzustand und die verhältnismäßig 
beständigsten Laborparameter aufwiesen. 
Da trotzdem eine relativ hohe, vor allem kardiovaskuläre Komorbidität bestand, wurde 
zudem zwischen Patienten mit und ohne koronare Herzkrankheit (KHK) unterschieden. 
Um zu vermeiden, dass pleiotrope Effekte durch eine Therapie mit Erythropoetin (EPO) 
durch den Genchip detektiert werden, wurden nur Patienten ohne eine solche Therapie in 
das Studienkollektiv eingeschlossen. 
Die Verteilung der Komorbiditäten und die Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz 
des Studienkollektivs entsprechen in etwa den epidemiologischen Daten der 
Dialysepatienten in Deutschland. Das Studienkollektiv als solches kann also als 
charakteristisch betrachtet werden, auch wenn es mit einer Größe von 39 Patienten für eine 
Repräsentativität zu klein ist. Die Studie kann also nur als Pilotstudie betrachtet werden 
und müsste für weitere Untersuchungen auf eine höhere Patientenzahl ausgeweitet werden. 
Die Kontrollpatienten bieten durch ihre passende Alters- und Geschlechtsverteilung 
entsprechend der Gruppe der Dialysepatienten eine gute Vergleichsgrundlage. 
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4.2 EXPERIMENTELLES DESIGN 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation neuer Marker und Mediatoren der 
akzelerierten Atherosklerose von Hämodialyse-Patienten. Entsprechend wurde als 
Studiendesign eine prospektive klinische Querschittsstudie gewählt, durch die akute Effekte 
zu einem bestimmten Zeitpunkt am besten untersucht werden können. 
Ziel war die Generation von Genexpressionsprofilen von Monozyten von Dialysepatienten 
und die Identifikation hämodialyse-assoziierter Veränderungen.  
Makrophagen und Monozyten werden als Schlüsselzellen der Atherogenese betrachtet, 
deren Aktivierung bzw. Inaktivierung in der Entstehung und Progression von 
Atherosklerose bei Dialysepatienten eine entscheidende Rolle spielt. Da ausgereifte 
Makrophagen in vivo kaum zugänglich sind, wurden Genexpressionsveränderungen an 
Monozyten untersucht. Als Vergleichsdaten dienten Monozyten einer gesunden 
Kontrollgruppe, die in Alter und Geschlecht mit den Patientengruppen übereinstimmten. 
Die Analyse besaß einen zweifachen Ansatz, der auf der einen Seite mit der 
Genchipanalyse ein unvoreingenommenes Screening und auf der anderen Seite zwei 
hypothesen-gesteuerte spezifische Studien ermöglicht. 
Um die teilweise hohen interindividuellen Unterschiede, die vor allem bei 
inflammatorischen Genen auftreten, im Array-Experiment zu nivellieren, wurde die 
gepoolte Array-Analyse gewählt. Mit Hilfe der quantitativen Expressionsanalyse mittels 
Taqman®-PCR wurde in einem zweiten Filterschritt die Unterscheidung zwischen echten 
und artifiziellen (array-bedingten) unterschiedlich regulierten Genen ermöglicht. Hierbei 
wurde der Schwerpunkt der Analyse auf die Gene gelegt, die potentiell eine Rolle in der 
Atherogenese spielen. Entsprechend wurden Gene mit Bedeutung in Koagulation, 
Inflammation und Adhäsion genauer untersucht, wobei besonderes Augenmerk auf 
Pathways bereits bekannter, potentiell atherosklerose-assoziierter Gene gelegt wurde. 
 
4.3 METHODISCHE ERGEBNISSE 
Im Folgenden soll nun begründet werden, warum die einzelnen von uns verwendeten 
Nachweisverfahren robuste und qualitativ relevante Ergebnisse erbracht haben. Hierbei 
werden vor allem die Vorteile, aber auch die Defizite der zur Verfügung stehenden 
Methoden diskutiert. 
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4.3.1 POSITIV-SEPARATION VON PERIPHEREN MONOZYTEN 
Das MACS-System (magnetic activated cell sorting) basiert auf dem Einsatz von 
superparamagnetischen Partikeln (Mikrobeads) mit einer Größe von ca. 100 nm. 
Diese bieten durch Kopplung hochspezifischer monoklonaler Antikörper die höchste 
Spezifität, wodurch eine sehr hohe Ausbeute und Reinheit erreicht werden kann. 
Außerdem besitzt die Methode den Vorteil einer schonenden Prozedur und einfachen 
Handhabung. Anschließende Analysen und biologische Experimente werden durch die 
biodegradierbaren Nanopartikel nicht beeinflusst, da sich die Mikrobeads aufgrund ihres 
geringen Bindungsvermögens leicht wieder von der Zelloberfläche ablösen[Miltenyi et al. 
1990]. Das MACS-System bietet damit die Vorteile einer einfachen und schnellen 
Separationstechnik mit hoher Leistungsfähigkeit und einem hohen Maß an Spezifität und 
Sensitivität, ohne nachhaltig auf nachfolgende Untersuchungsverfahren Einfluss zu 
nehmen. Zusätzlich zeichnen sich MACS-sortierte Zellen durch eine hohe Lebensfähigkeit 
und erhaltene Funktionalität aus. 
Bei unserer Studie wurde die Monozytenisolation mit Mikrobeads gegen CD14 
durchgeführt, der sich hauptsächlich auf der Zelloberfläche von Monozyten befindet und 
zum LPS-Rezeptor-Komplex gehört. Die Bindung von Mikrobeads an CD14 führt jedoch 
nicht zur artifiziellen Zellaktivierung, da dieser nicht über eine zytoplasmatische Domain 
verfügt. 
Um die Reinheit weiterhin zu steigern, wurde die Zellseparation durch MACS mit dem 
Dichtegradienten kombiniert. So konnte aus PMBC eine Zellpopulation aus 99% 
Monozyten erreicht werden. 
 
4.3.2 QUALITÄT UND QUANTITÄT DER VERWENDETEN RNA-PROBEN 
Die gewonnene RNA aus den Monozyten wurde jeweils direkt nach der Isolation mit Hilfe 
des Agilent Bioanalysers auf Qualität und Quantität überprüft. Zwischen den einzelnen 
Proben lagen teilweise Unterschiede in der Menge der isolierten RNA. Die Qualität der 
RNA, die durch den Bioanalyser überprüft wurde, lag aber stets über dem für die cDNA-
Synthese erforderlichen Wert von 1,2 (rRNA-ratio: 28S:18S). Es kam im Zeitverlauf 
ausschließlich zu einer Quantitäts- und nicht zu einer Qualitätsabnahme der eingesetzten 
RNA. Für den Einsatz in der cDNA-Synthese und Mikroarray-Analyse wurde daher die 
Konzentration der jeweiligen RNA-Probe berechnet, so dass jeweils dieselbe Menge an 
RNA vorhanden war, um eine Vergleichbarkeit zu realisieren. 
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4.3.3 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR 
Bei der Normalisierung von quantitativen Real-Time PCR-Daten mittels eines 
Housekeeping-Gens muss davon ausgegangen werden, dass das entsprechende Gen im 
verwendeten System nicht reguliert wird. Entgegen der Annahme, dass Housekeeping-
Gene unabhängig von äußeren Einflüssen in allen Zellen stabil exprimiert werden, zeigen 
eine Vielzahl von Untersuchungen eine Regulierung verschiedener Housekeeping-Gene. 
Hypoxie und Zellproliferation führen zu einer veränderten Expression von einigen 
klassischen Housekeeping-Genen [Zhong & Simons 1999]. Andere Untersuchungen geben 
Hinweise auf intra- und interindividuelle Unterschiede in der Expression verschiedener 
Housekeeping-Gene [Weisinger et al. 1999]. Gemessene Unterschiede in der mRNA-
Expression könnten daher Folge einer veränderten Expression des untersuchten Gens 
und/oder einer veränderten Expression des verwendeten Housekeeping-Gens sein.  
GAPDH und 18S sind klassische Housekeeping-Gene, welche häufig als interner Standard 
für die Quantifizierung von mRNA verwendet werden. 
Mittlerweile gibt es jedoch eine Vielzahl von Untersuchungen, die eine Änderung der 
Genexpression von GAPDH zeigen. Zellproliferation bewirkt ebenso wie Sauerstoffentzug 
eine Steigerung der Expression von GAPDH [Goldsworthy et al. 1993].  
Bei der Durchführung der Real-Time PCR in unserer Studie wurde 18S rRNA zur 
Normalisierung der TaqMan®-Daten herangezogen, da es sich als am wenigsten 
schwankend in PCR-Experimenten gezeigt hat [Dheda et al. 2004]. Die ribosomale RNA 
(rRNA) macht ungefähr 80% der Gesamt-RNA aus, wobei 18S rRNA am Aufbau der 
kleinen 40S-Untereinheit der eukaryontischen Ribosomen beteiligt ist. Aufgrund des hohen 
Anteils von rRNA an der Gesamt-RNA geht man davon aus, dass die Menge der 
ribosomalen RNA nur sehr geringe Schwankungen aufweist. Häufig wird daher die 
Anwendung von rRNA als interner Standard zur Quantifizierung von mRNA empfohlen 
[Thellin et al. 1999]. Bei Zellaktivierung zeigt 18S im Gegensatz zu GAPDH stabile Level 
[Bas et al. 2004]. 
In der praktischen Anwendung ist es wichtig, dass die aus den mitgeführten 
Standardkurven errechneten Steigungen des Gens von Interesse und des zu 
normalisierenden Housekeepers nicht um mehr als ± 0,2 Einheiten abweichen, um in 
möglichst parallel verlaufenden Steigungsgeraden die CT Werte vergleichen zu können. Für 
die in dieser Arbeit verwendeten Primer- und Sondenpaare lag die Steigung der 
Standardkurve zwischen -3,5 und -3,9.  
Im Vergleich zu den Mikroarray-Systemen lassen Studien auf eine höhere Genauigkeit der 
Real-Time PCR schließen [Yuen et al. 2002]. Des Weiteren ist mit der Real-Time PCR die 
Messung über einen viel weiteren dynamischen Bereich möglich [Pfaffl et al. 2002]. 
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Während es bei stark exprimierten Gen auf den Chips zu einer Sättigung der 
Signalintensitäten kommt, können mit dem TaqMan®-System noch Differenzen weit 
außerhalb des Messbereichs der Mikroarrays festgestellt werden. 
 
4.3.4 TEST DER METHODIK 
Als Test der Methodik für die Genexpressionsanalyse auf Einzelpatientenniveau diente die 
Analyse von Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα). TNFα ist ein pro-inflammatorisches 
Cytokin und wird von Monozyten als Reaktion auf unterschiedliche Faktoren, unter 
anderem oxLDL [Jovinge et al. 1996], physikalisch beschädigte extrazelluläre Matrix 
[Hershkoviz et al. 1993] oder bakterielle Infektion sezerniert [Descamps-Latscha et al. 
1995]. Es beeinflusst viele Aspekte der Atherosklerose, unter anderem die Permeabilität 
von Endothelzellen, Monozyten-Adhäsion, Makrophagen-Differenzierung und die Bildung 
von Schaumzellen [Tintut et al. 2000]. Da die physiologische Reichweite von TNFα 
bekannt ist, kann es als Modell der Cytokin-Antwort betrachtet werden. 
Knerr et al. untersuchten 2005 die mRNA Expression von TNFα im Blut von 
Dialysepatienten vor und 2 Stunden nach Beginn der Dialyse sowie bei einer 
Kontrollgruppe. Sie konnten zeigen, dass die basale mRNA Expression von TNFα bei 
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz nach Dialyse signifikant erhöht ist [Knerr et 
al. 2005]. 
Dieses Ergebnis lässt sich durch unsere Untersuchungen bestätigen. Man findet zum 
Zeitpunkt HD (t3) eine analog zu den Ergebnissen von Knerr et al. signifikante Erhöhung 
der Genexpression von TNFα. Das Ergebnis ließ sich entsprechend sowohl in den 
Subpopulationen „mit KHK“ als auch „ohne KHK“ wiederholen. 
Dahingegen weist TNFα mRNA bei Dialysepatienten zum Zeitpunkt HD (t1) im 
Gegensatz zur Kontrollgruppe keinen Unterschied in der Genexpression auf.  
 
Die Methode konnte dementsprechend validiert werden, so dass von einer Zuverlässigkeit 
der Ergebnisse in der Genexpressionsanalyse auszugehen ist.  
 
4.3.5 HIGH-DENSITY AFFYMETRIX GENECHIP®-ANALYSE 
Der technische Fortschritt und die Erfolge im Bereich der Genom-Sequenzierung brachten 
in den letzten Jahren einen großen Fortschritt in der Gentechnologie [Venter et al. 2001]. 
Durch die Verfügbarkeit tausender Gensequenzen ist man in der Lage, mit dem Einsatz 
von Mikroarrays eine große Anzahl von Genexpressionsveränderungen parallel zu 
untersuchen.  
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Die hohe Anpassungsfähigkeit der Biochips gehört dabei zu den größten Vorteilen dieser 
Technologie. Durch die flexible Auswahl an Sonden, Trägermaterialien und Formen 
verfügen Biochips über ein großes Einsatzgebiet. Die Spotgröße von nur wenigen µm 
ermöglicht es, eine sehr große Anzahl an Untersuchungen in einer relativ kurzen Zeit 
durchzuführen.  
Der teilweise sehr spezifische Einsatz von Biochips und die daraus entstehenden hohen 
Entwicklungskosten machen diese Technologie im Vergleich zu anderen Standard- 
Analysetechniken relativ teuer. Die Spezifität schränkt auch die Möglichkeiten des 
Erfahrungsaustausches stark ein. Wegen des hohen Preises der Arrays muss auf 
Wiederholungen und Kontrollen oft verzichtet werden. Dies bedeutet, dass einer großen 
Menge an Daten keine oder nur wenige Kontrollen gegenüber stehen und somit hohe 
Ansprüche an die Qualität der gewonnen Daten gestellt werden müssen. 
Da jedes Gen einer spezifischen Zelle unter spezifischen Bedingungen exprimiert wird, 
können mit der Mikroarray-Technologie Regulationsmechanismen und Expressionsmuster 
identifiziert werden. Somit können Gene und biochemische Signalwege identifiziert 
werden, die für einen bestimmten Zellzustand verantwortlich sind. Folglich sind 
Mikroarrays eine gute Methode um biologische Spezies auf Unterschiede in der DNA-
Expression, die möglicherweise physiologische und pathologische Veränderungen 
regulieren, zu screenen. 
Da die Mikroarray-Technologie noch sehr neu ist, befindet sich die Methodologie jedoch 
noch in der Entwicklung. Es besteht die Schwierigkeit die anfallenden großen 
Datenmengen aus den „high-density“ Experimenten mit bioinformatischen Methoden 
optimal zu prozessieren, auszuwerten und darzustellen. Innerhalb einer Mikroarray-Studie 
besteht deshalb eine recht hohe Varianz, denn jeder Schritt eines Mikroarray-Experimentes 
bietet mögliche Fehlerquellen. Im Folgenden sollen einige der Varianzquellen näher 
erläutert und die wichtigsten herausgestellt werden. 
 
4.3.5.1 BIOLOGISCHE PROBE 
Die Mikroarray-Analyse zeigt einen großen Grad an Variabilität im Genexpressionsmuster 
von einzelnen Geweben oder Zelllinien, sogar in vermeintlich genetisch identischen 
Individuen. Unterschiede können sich außerdem als Konsequenz aus Tageszeit, Alter und 
physiologischem Status ergeben. Proben-Heterogenizität und Sammelfehler können zur 
Variabilität beitragen: 
 93 
Die Entnahme von Zellen führt zum Wegfall der in-vivo-Bedingungen. Je nach 
Kulturbedingungen und Geschwindigkeit der Weiterverarbeitung der Zellen fallen Effekte 
der Reizreaktionen der Zellen mehr oder weniger stark aus.  
Bei der Isolierung der RNA müssen zunächst die Zellwände aufgeschlossen werden. Die 
Substanzen dieser Lyse und die Bedingungen, unter der sie stattfindet, haben 
Auswirkungen auf die Menge, Zusammensetzung und Qualität der gewonnenen mRNA. 
Menge und Qualität werden entscheidend durch die Freisetzung endogener RNAsen und 
die Induktion von Gentranskription durch Zellmanipulationen beeinflusst, weshalb ein 
möglichst rasches Arbeiten notwendig ist. Die Zentrifugationsgeschwindigkeit und vor 
allem die Aufarbeitungszeit, aber auch ein zwischen den Experimenten veränderter 
zeitlicher Ablauf, sind besonders kritische Faktoren. 
Es ist deshalb wichtig, die experimentellen Bedingungen so weit wie möglich zu 
standardisieren. Die Probengewinnung für die vorliegende Studie erfolgte mittels 
Blutentnahme jeweils direkt vor Dialysestart und 3 Stunden ± 15 min nach Beginn der 
Dialyse. Die Monozyten- und RNA-Isolation erfolgte anschließend innerhalb einer halben 
Stunde; das gewonnene Blut wurde zwischenzeitlich bei 4°C bewahrt, um Zelldestruktion 
und DNA-Verdau zu vermeiden.  
Die gewonnene RNA wurde bei -80°C verwahrt, bis die RNA vom Gesamtkollektiv 
vollständig vorhanden war, so dass die anschließende reverse Transkription gleichzeitig für 
alle gesammelten Proben erfolgen konnte. 
Bei der Reversen Transkription der mRNA mag das Bindungsverhalten des PolyT-Primers 
an die PolyA-Bereiche relativ wenig zur technischen Varianz beitragen, jedoch kann die 
Polymerisation des cDNA-Strangs an nicht vorhersagbaren unterschiedlichen Positionen 
abbrechen. Die probes eines Gens sind aus diesem Grund möglichst nahe am 3’-
nichtkodierenden Bereich lokalisiert.  
Um die interindividuelle Variabilität der Expressionsmuster als mögliche Fehlerquelle zu 
vermeiden, wurde die cDNA zunächst durch PCR vervielfältigt und anschließend gepoolt 
für die Mikroarray Analyse verwendet. 
 
4.3.5.2 ARRAY PLATTFORM 
Der Vorteil der Verwendung eines Oligonukleotid-Arrays liegt im Gegensatz zur 
Anwendung von cDNA Mikroarrays in ihrer höheren Spezifität. Erstere bestehen aus auf 
einer Datenbank-Information basierenden synthetischen Probensequenzen, die absolut 
komplementär zur Targetsequenz sind. So können auch Splittervarianten und verwandte 
Mitglieder einer Genfamilie differenziert werden. Es werden keine ungewollten 
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Intermediate wie bakterielle Klone und PCR-Produkte durch den Mikroarray hybridisiert. 
Mit Hilfe der High-density Technologie kann eine hohe Belegungsdichte mit sehr geringen 
Probenvolumina erreicht werden. 
Durch den Vergleich des PM und MM –Signals, der so genannten Missmatch-Strategie, 
können Effekte von nichtspezifischer Hybridisierung und Hintergrundsignalen identifiziert 
und automatisch subtrahiert werden. 
Nachteil der Oligonukleotid-Mikroarrays ist neben den immensen Kosten sowohl der 
Genchips als auch der speziellen Ausrüstung eine im Vergleich zu cDNA-Arrays geringere 
Sensitivität und geringere Bindung der Zielsequenzen. Durch das Einsetzen von multiplen 
Sonden konnte diese geringere Sensitivität bei Affymetrix® kompensiert werden. 
 
4.3.5.3 TECHNISCHE VARIANZ 
Die Herstellung des Hybridisierungscocktails und das Befüllen des Chips mit einer 
bestimmten Menge mRNA erfordert eine Konzentrationsbestimmung, welche technischen 
Messungenauigkeiten unterliegt. Außerdem kann die optische Dichte durch DNA-Reste in 
der Probe beeinflusst werden. Zu den größten Unsicherheiten beim Befüllen eines Chips 
zählt das Pipettieren, welches von Hand ausgeführt wurde.  
 
Bei der Hybridisierung der cRNA-Fragmente an den Oligonukleotidrasen auf dem 
Glasträger im Hybridisierungsofen gibt es zahlreiche Varianzquellen. Auf der einen Seite 
spielen Hybridisierungsbedingungen wie Temperatur, Puffereigenschaften und 
Hybridisierungsdauer eine Rolle, auf der anderen Seite resultieren durch die 
durchschnittlichen Fragmentlängen der cRNA Unterschiede in der Hybridisierungsleistung 
zwischen zwei Experimenten.  
Kreuzhybridisierungen können durch Kompetition der cRNA mit dem eigentlichen 
Bindungspartner oder durch Vortäuschen einer spezifischen Bindung aufgrund hoher 
Sequenzähnlichkeit vorkommen und die Messwerte verfälschen.  
Ähnlichen Einfluss nehmen Hybridbildungen der probes untereinander in der bei Vorliegen 
invers komplementärer Sequenzen zweier verschiedener Gene. Findet sich eine solche 
invers komplementäre Region innerhalb eines Gens, können sich stabile intragenische 
Strukturen ausbilden, die eine Bindung an das auf der Festphase immobilisierte 
Oligonukleotid erschweren oder unmöglich machen.  
Um diese letztgenannten Phänomene zu reduzieren, wurde die erzeugte cRNA im 
Fragmentierungsschritt auf eine mittlere Länge von 200 Basen reduziert. 
Fehlhybridisierungen wurden bei Affymetrix® durch die geeignete Selektion von 
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immobilisierten Oligonukleotidsequenzen und durch die Repräsentation eines einzelnen 
Gens durch 16 verschiedene Probenpaare reduziert. Die Missmatch-Probenzellen 
ermöglichen die Quantifizierung der Fehlhybridisierung und ihre Berücksichtigung bei der 
Berechnung des Signal-Wertes. 
 
Ein zusätzliches relevantes Problem stellt die technische Varianz zwischen zwei Chips dar, 
zu der das Alter, die Charge und die Aufbewahrungsbedingungen beitragen.  
 
4.3.5.4 ANALYSE DER MIKROARRAY DATEN 
Mikroarray-Experimente produzieren sehr große Datenmengen. Obwohl sich die 
Prozeduren der Handhabung, Beurteilung und Präsentation von Mikroarray-Daten schnell 
entwickeln, sind die statistischen Methoden weder routiniert noch standardisiert. Eine 
Vielzahl von Veröffentlichungen befasst sich mit der Qualitätskontrolle [Tran et al. 2002; 
Wang et al. 2003] und der Normalisierung [Park et al. 2003; Yang et al. 2002] von 
Mikroarray-Experimenten. Ihre Ergebnisse sind aufgrund technologiespezifischer 
Problemfelder nicht auf die in dieser Arbeit verwendeten Genchips zu verwenden. 
 
Beim Scannen des Chips und Erstellen der DAT-Datei ist die technische Varianz von 
Laser und Detektor die wichtigste Einflussgröße. Die Anwendung des GeneChip® 
Scanners 3000 mit hoher Pixelgröße und hohem Kontrast ermöglichte in der vorliegenden 
Studie die Gewinnung reproduzierbarer Ergebnisse. 
Das Umwandeln des Intensitätsbildes in Probenzell-Intensitäten (DAT- zu CEL-Datei) 
geschieht vollständig determiniert durch einen Algorithmus (MAS 5.0).  
Jedoch sind unterschiedliche Varianzquellen bei der Berechnung der Intensität jeder 
Probenzelle zu beachten: z.B. inhomogene Hybridisierungsstärke der Probenzelle oder 
Intensitätsübergänge am Rande des Oligonukleotidrasens aufgrund sterischer Effekte. 
Auch das automatische Legen eines Gitters zur Abgrenzung der Probenzellen 
untereinander kann bei mehr oder weniger schief liegenden Chips eine Variation in den 
Intensitäten hervorrufen.  
 
4.3.5.5 IDENTIFIKATION FALSCH-POSITIVER SIGNALE 
Die Wahrscheinlichkeit falsch-positiver Ergebnisse korreliert mit der Höhe der 
differentiellen Expression. Bei Molekülen mit einer bis zu zweifachen Veränderung 
zwischen den mRNA-Populationen sind falsch-positive Ergebnisse deutlich 
wahrscheinlicher als bei Molekülen mit größeren Expressionsunterschieden. Beim 
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Vergleich von zwei unterschiedlichen mRNA-Populationen mittels Oligonukleotidarray 
beträgt die Rate an falsch-positiven Ergebnissen etwa 1–2% [Mills & Gordon 2001]). Um 
das Auftreten von falsch-positive Ergebnissen zu minimieren, wurde in unserer Analyse 
eine Schwelle von einer mindestens dreifachen Veränderung gewählt. Alternative zur 
Reduktion falsch-positiver Ergebnisse wäre die Durchführung einer Wiederholungsanalyse 
gewesen. Diese kann entweder als Wiederholung der Arrayhybridisierung (analytische 
Wiederholung) und Wiederholung des Experiments (biologische Wiederholung) 
durchgeführt werden. Aufgrund der hohen Kosten einer solchen Analyse war diese 
Methode in unserer Studie nicht durchführbar. 
 
4.3.5.6 MAS 5.0 ALGORITHMUS 
Zur Datenauswertung wurde zunächst die Standardmethode von Affymetrix® angewendet, 
die in der Mikroarray Analysis Suite (MAS 5.0) zusammengefasst ist.  
Die Berechnung der Genexpression bei Affymetrix® Arrays ist durch die Abfrage von 16 
Probenpaaren komplexer als bei gespotteten Arrays, bei denen jedes Gen nur durch eine 
einzelne cDNA- oder Oligonukleotidprobe repräsentiert wird. Idealerweise ist die 
Signalstärke aller dieser Probenpaare identisch, da ein und dasselbe Gen präsentiert wird. 
In Realität bestehen jedoch enorme individuelle Differenzen zwischen den einzelnen 
Proben eines Probensets. Das Muster eines Probensets wird als „Proben-Antwort-Muster“ 
bezeichnet und ist ungefähr dasselbe für jedes Gen einer RNA-Probe aus einem 
bestimmten Gewebe, unabhängig von der Behandlung. Die Methode von MAS 5.0 
ermittelt die Expressionswerte mit Hilfe des so genannten „Einschritt-Tukey´s Biweight 
Algorithmus“, einem statistischen Verfahren zur Schätzung eines Mittelwertes, der die 
absolute Distanz jedes Datenpunktes zum Median berechnet und daher sehr robust 
gegenüber Ausreißern ist. 
In der letzten Zeit sind mehr und mehr Methoden zur Berechnung der Expressionswerte 
entwickelt worden: unter anderem der „modell-basierte Expressionsindex“ von Li und 
Wong [Li & Hung 2001], der auf dem frei erhältlichen Programm dChip implementiert ist, 
sowie die RMA (robust multiarray average)-Methode von Irizarry et al. [Irizarry & Hyman 
2003]. Im Gegensatz zu MAS 5.0, bei der nur die Information eines einzelnen Arrays 
benutzt wird, berücksichtigen diese modell-basierten Methoden Informationen von 
multiplen Mikroarrays zur Berechnung der Genexpression. Dadurch wird eine erhöhte 
Reproduzierbarkeit erwartet. 
 97 
Die spezifische Eigenschaft von Affymetrix® ist der Einsatz von Missmatch-Proben zur 
Kalkulation der Genexpression, deren Nutzen in der Literatur stark diskutiert wird [Lauren 
2003; Millenaar et al. 2006; Naef et al. 2002].  
Milenaar et al haben die Qualität der MAS 5.0 Methode getestet und mit sechs anderen 
Verfahren verglichen. Hierbei kam man zu dem Ergebnis, dass mit der MAS 5.0 Methode 
für hoch exprimierte Gene nur einen geringen Prozentsatz der korrekt berechneten Gene 
zeigte. Im Vergleich zu den modell-basierten Methoden zeigte MAS 5.0 die schlechteste 
Reproduzierbarkeit (Abbildung 4-1). Die Subtraktion der MM-Signale von den PM-
Signalen, wie sie nach der MAS 5.0 Methode zur Normalisierung der Daten durchgeführt 
wird, führt daher nur zu einer Unterschätzung der Expressionssignale.  
Dies hat dazu geführt, dass man dazu übergegangen ist, Algorithmen zu benutzen, die nur 
mit Hilfe der perfect match-Signale die Expressionswerte berechnen. 
Aufgrund dieser Tatsache wurde in der vorliegenden Studie die Berechnung der 
Genexpression mit Hilfe des Algorithmus GC-RMA wiederholt und die Ergebnisse beider 
Methoden miteinander verglichen. 
 
 
Abbildung 4-1: Reproduzierbarkeit der Expressionsdaten. Vergleich zwischen den unterschiedlichen 
Methoden der Berechnung der Genexpression. Die Reproduzierbarkeit wurde anhand des 
Variationskoeffizienten (CV) berechnet, der sich aus Standardabweichung, dividiert durch den Mittelwert 
ergibt. PM. RMA und PDNN geben die besten reproduzierbaren Resultate ab, während MAS 5.0 am 
schlechtesten abschneidet 
 
4.3.5.7 STATISTISCHE ANALYSE 
Sogar nach der Normalisierung haben Daten von Mikroarray-Experimenten eine Vielzahl 
von Quellen der Varianz. Selbst wenn mRNA in der Probe vorhanden ist, besteht eine 
nicht zu vernachlässigende Wahrscheinlichkeit (etwa 5%), dass die Hybridisierung mit dem 
Chip die Präsenz des Genes nicht widerspiegelt. Auf der anderen Seite ist die 
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Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines hohen Signals trotz Abwesenheit eines Gens 
sogar noch größer (10%) [Lee et al. 2000]. Entsprechend ist es wichtig, zwischen 
interessanter Varianz, die durch differentielle Genexpression entsteht, und solcher zu 
unterscheiden, die durch andere Ursachen induziert wurde. 
In der Literatur findet sich eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur Selektion 
differentiell regulierter Gene. Allen gemeinsam ist die Bildung eines Schwellenwertes über 
die Verteilung der Genexpression. 
 
Die Auswahl der differentiell regulierten Gene unserer Studie wurde mit der klassischen 
Schwellenwertmethode durchgeführt. Diese ist die einfachste, jedoch auch ungenauste 
Methode. Der beliebig festgelegte Schwellenwert ist mit statistischen Modellen nicht zu 
begründen, da die Reproduzierbarkeit der Expressionsunterschiede von labor- und 
instrumentspezifischen Parametern beeinflusst wird und keinem starren Schema folgt. 
Ein weiteres Problem eines beliebig festgelegten Schwellenwerts besteht darin, dass bei 
diesem Verfahren eine Anzahl richtig-positiver Moleküle von der weiteren Analyse 
ausgeschlossen wird, die trotz einer weniger als der festgelegten Erhöhung wichtige 
biologische Funktionen erfüllen können. Auf der anderen Seite des Spektrums findet sich 
auch ein signifikanter Prozentsatz falschpositiver Ergebnisse bei Molekülen mit einer mehr 
als der festgelegten Erhöhung [Churchill & Oliver 2001], da gerade niedrig exprimierte 
Gene zu hoher Streuung tendieren. 
Alternativ bietet sich die Anwendung der unusual ratio Methode, welche immer eine 
konstante Fraktion an differentiell regulierten Genen wiedergibt. Falls jedoch der Anteil der 
in Wirklichkeit differentiell regulierten Gene (Prävalenz) von dieser willkürlich gewählten 
Quote abweicht, besitzt auch diese Methode entweder eine geringe Sensitivität oder gibt 
eine hohe Zahl falsch-positiver Gene an. 
Die geringe Spezifität und Sensitivität dieser Methoden kann nur durch 
Wiederholungsanalyse ausgeglichen werden, bei der die RNA-Proben aus dem gleichen 
Experiment mit verschiedenen Glasträgern hybridisiert werden und nur solche Gene als 
verändert gewertet werden, die auch in verschiedenen Versuchsansätzen eine differentielle 
Regulation anzeigen. Aufgrund der hohen Kosten der Hybridisierungsmethoden und des 
immensen Aufwands war die Durchführung dieses Verfahrens innerhalb dieser Studie 
nicht möglich. 
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4.3.6 SEQUENZANALYSE 
Da die Ergebnisse von Genchipanalyse und PCR vermutlich aufgrund einer oder mehrerer 
der oben genannten methodenimmanenten Probleme teilweise sehr unterschiedlich 
ausfielen, wurden die Sequenzen der Targetgene von Affymetrix™ und die Sequenzen der 
Primer für die PCR auf ausgewählten Transkriptsequenzen lokalisiert. Hierbei sollte 
überprüft werden, ob sowohl bei der Genchipanalyse als auch bei der quantitativen 
Expressionsanalyse mittels Taqman®-PCR dasselbe Gen nachgewiesen wurde. Die 
einzelnen Targetsequenzen der Probensets des Genchips sind der Affymetrix-Plattform 
„Netaffx“ zu entnehmen. Die Sequenzen der gesamten Gene mit der Exonverteilung 
wurde anhand der Internet-Datenbank „ENSEMBL Genome Browser“ 
(www.ensembl.org) ermittelt. Hierbei ließen sich Unterschiede in der Lokalisation von 
Primer- und Targetsequenzen feststellen, die zum Teil sogar auf verschiedenen Exons 
verteilt waren. Die Annahme, dass eventuelle Splicevarianten zur einer Detektion 
unterschiedlicher Gene durch PCR und Genchipanalyse geführt haben, ließ sich jedoch 
durch die genaue Betrachtung einzelner Splicevarianten ausgewählter Gene nicht 
bestätigen. 
Als Beispiel wurde die Lokalisation der Primer- und Targetsequenzen für TLR4 analysiert, 
da es sich hierbei um eines der Gene handelt, deren Expressionswerte bei der Genchip-
Untersuchung und der Taqman®-PCR unterschiedlich ausfallen. 
Im Folgenden ist die Transkriptsequenz von TLR4 mit der Kennzeichnung der 
verschiedenen Exons (Grenze am Farbübergang blau/schwarz zu erkennen) dargestellt. 
Gelb unterlegt ist die Primersequenz, die für die PCR verwendet wurde, wohingegen die 
Targetsequenz des Probensets 221060_s_at für TLR4 auf dem Genchip von Affymetrix 
grau hinterlegt ist. Es wird deutlich, dass das Zielgen durch die unterschiedlichen 
Methoden an verschiedenen Stellen detektiert wird, jedoch befinden sich beide Abschnitte 
auf demselben Exon, so dass Unterschiede in der Detektion nicht durch eventuelle 
Splicevarianten zustande gekommen sein können. 
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Ein anderes Beispiel bietet die Analyse der Sequenzen von COX-2, wo die Ergebnisse der 
Genchipanalyse durch die PCR verifiziert werden konnten. Hierbei befinden sich Primer- 
und Targetsequenz nicht auf demselben Exon, so dass mögliche Splicevarianten zu einer 
Detektion unterschiedlicher Gene beitragen könnte. Da sich die Ergebnisse der beiden 
Methoden jedoch nicht widersprechen, ist von einem solchen Umstand nicht auszugehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
...TCCAGACAAGCAGGCTAATACTGATAGGTAAACAAGAAAATGATTTATATAAAACCCTCTTCCCCAGGGAAAATTAGTGTGCTATCTTTGTTATGTTT
TGAGTAAATGACAAGATGTGGTAAATGAAAACTCACACATTCTATATACATTAAATATGTAAGCATGACTGATAAAATAGCTATCTTTTGATACTGACA
AGGAAGAAAACAGAAATGAAGGAATAGCAAATTTTAAAAATTGCATTCCAGTTGCTTGAAAGCTTGTGATCAGATGCAATAAATGTTTTTATTATTTAT
TTTGTGCAAATAGGAGAGACTATTAAGATTGTGATTGAAGATTATGTGCAACACTTGAGTGGCTATCACTTCAAACTGAAATTTGACCCAGAACTACTTT
TCAACAAACAATTCCAGTACCAAAATCGTATTGCTGCTGAATTTAACACCCTCTATCACTGGCATCCCCTTCTGCCTGACACCTTTCAAATTCATGACCA
GAAATACAACTATCAACAGTTTATCTACAACAACTCTATATTGCTGGAACATGGAATTACCCAGTTTGTTGAATCATTCACCAGGCAAATTGCTGGCAGG
GTTGCTGGTGGTAGGAATGTTCCACCCGCAGTACAGAAAGTATCACAGGCTTCCATTGACCAGAGCAGGCAGATGAAATACCAGTCTTTTAATGAGTAC
CGCAAACGCTTTATGCTGAAGCCCTATGAATCATTTGAAGAACTTACAGGAGAAAAGGAAATGTCTGCAGAGTTGGAAGCACTCTATGGTGACATCGAT
GCTGTGGAGCTGTATCCTGCCCTTCTGGTAGAAAAGCCTCGGCCAGATGCCATCTTTGGTGAAACCATGGTAGAAGTTGGAGCACCATTCTCCTTGAAA
GGACTTATGGGTAATGTTATATGTTCTCCTGCCTACTGGAAGCCAAGCACTTTTGGTGGAGAAGTGGGTTTTCAAATCATCAACACTGCCTCAATTCAGT
CTCTCATCTGCAATAACGTGAAGGGCTGTCCCTTTACTTCATTCAGTGTTCCAGATCCAGAGCTCATTAAAACAGTCACCATCAATGCAAGTTCTTCCCG
CTCCGGACTAGATGATATCAATCCCACAGTACTACTAAAAGAACGTTCGACTGAACTGTAGAAGTCTAATGATCATATTTATTTATTTATATGAACCATG
TCTATTAATTTAATTATTTAATAATATTTATATTAAACTCCTTATGTTACTTAACATCTTCTGTAACAGAAGTCAGTACTCCTGTTGCGGAGAAAGGAGTC
ATACTTGTGAAGACTTTTATGTCACTACTCTAAAGATTTTGCTGTTGCTGTTAAGTTTGGAAAACAGTTTTTATTCTGTTTTATAAACCAGAGAGAAATGA
GTTTTGACGTCTTTTTACTTGAATTTCAACTTATATTATAAGGACGAAAGTAAAGATGTTTGAATACTTAAACACTATCACAAGATGCCAAAATGCTGAA
AGTTTTTACACTGTCGATGTTTCCAATGCATCTTCCATGATGCATTAGAAGTAACTAATGTTTGAAATTTTAAAGTACTTTTGGGTATTTTTCTGTCATCA
AACAAAACAGGTATCAGTGCATTATTAAATGAATATTTAAATTAGACATTACCAGTAATTTCATGTCTACTTTTTAAAATCAGCAATGAAACAATAATTT
GAAATTTCTAAATTCATAGGGTAGAATCACCTGTAAAAGCTTGTTTGATTTCTTAAAGTTATTAAACTTGTACATATACCAAAAAGAAGCTGTCTTGGAT
TTAAATCTGTAAAATCAGATGAAATTTTACTACAATTGCTTGTTAAAATATTTTATAAGTGATGTTCCTTTTTCACCAAGAGTATAAACCTTTTTAGTGTG
ACTGTTAAAACTTCCTTTTAAATCAAAATGCCAAATTTATTAAGGTGGTGGAGCCACTGCAGTGTTATCTCAAAATAAGAATATCCTGTTGAGATATTCC
AGAATCTGTTTATATGGCTGGTAACATGTAAAAACCCCATAACCCCGCCAAAAGGGGTCCTACCCTTGAACATAAAGCAATAACCAAAGGAGAAAAGC
CCAAATTATTGGTTCCAAATTTAGGGTTTAAACTTTTTGAAGCAAACTTTTTTTTAGCCTTGTGCACTGCAGACCTGGTACTCAGATTTTGCTATGAGGTT
AATGAAGTACCAAGCTGTGCTTGAATAACGATATGTTTTCTCAGATTTTCTGTTGTACAGTTTAATTTAGCAGTCCATATCACATTGCAAAAGTAGCAAT
GACCTCATAAAATACCTCTTCAAAATGCTTAAATTCATTTCACACATTAATTTTATCTCAGTCTTGAAGCCAATTCAGTAGGTGCATTGGAATCAAGCCT
GGCTACCTGCATGCTGTTCCTTTTCTTTTCTTCTTTTAGCCATTTTGCTAAGAGACACAGTCTTCTCAAACACTTCGTTTCTCCTATTTTGTTTTACTAGTTT
TAAGATCAGAGTTCACTTTCTTTGGACTCTGCCTATATTTTCTTACCTGAACTTTTGCAAGTTTTCAGGTAAACCTCAGCTCAGGACTGCTATTTAGCTCC
TCTTAAGAAGATTAAAAAAAAAAAAAAAG 
CCTCTCACCCTTTAGCCCAGAACTGCTTTGAATACACCAATTGCTGTGGGGCGGCTCGAGGAAGAGAAGACACCAGTGCCTCAGAAACTGCTCGGTCAGACGGTGAT
AGCGAGCCACGCATTCACAGGGCCACTGCTGCTCACAGAAGCAGTGAGGATGATGCCAGGATGATGTCTGCCTCGCGCCTGGCTGGGACTCTGATCCCAGCCATGGC
CTTCCTCTCCTGCGTGAGACCAGAAAGCTGGGAGCCCTGCGTGGAGACTTGGCCCTAAACCACACAGAAGAGCTGGCATGAAACCCAGAGCTTTCAGACTCCGGAGC
CTCAGCCCTTCACCCCGATTCCATTGCTTCTTGCTAAATGCTGCCGTTTTATCACGGAGGTGGTTCCTAATATTACTTATCAATGCATGGAGCTGAATTTCTACAAAAT
CCCCGACAACCTCCCCTTCTCAACCAAGAACCTGGACCTGAGCTTTAATCCCCTGAGGCATTTAGGCAGCTATAGCTTCTTCAGTTTCCCAGAACTGCAGGTGCTGGA
TTTATCCAGGTGTGAAATCCAGACAATTGAAGATGGGGCATATCAGAGCCTAAGCCACCTCTCTACCTTAATATTGACAGGAAACCCCATCCAGAGTTTAGCCCTGG
GAGCCTTTTCTGGACTATCAAGTTTACAGAAGCTGGTGGCTGTGGAGACAAATCTAGCATCTCTAGAGAACTTCCCCATTGGACATCTCAAAACTTTGAAAGAACTTA
ATGTGGCTCACAATCTTATCCAATCTTTCAAATTACCTGAGTATTTTTCTAATCTGACCAATCTAGAGCACTTGGACCTTTCCAGCAACAAGATTCAAAGTATTTATTG
CACAGACTTGCGGGTTCTACATCAAATGCCCCTACTCAATCTCTCTTTAGACCTGTCCCTGAACCCTATGAACTTTATCCAACCAGGTGCATTTAAAGAAATTAGGCTT
CATAAGCTGACTTTAAGAAATAATTTTGATAGTTTAAATGTAATGAAAACTTGTATTCAAGGTCTGGCTGGTTTAGAAGTCCATCGTTTGGTTCTGGGAGAATTTAGA
AATGAAGGAAACTTGGAAAAGTTTGACAAATCTGCTCTAGAGGGCCTGTGCAATTTGACCATTGAAGAATTCCGATTAGCATACTTAGACTACTACCTCGATGATAT
TATTGACTTATTTAATTGTTTGACAAATGTTTCTTCATTTTCCCTGGTGAGTGTGACTATTGAAAGGGTAAAAGACTTTTCTTATAATTTCGGATGGCAACATTTAGAA
TTAGTTAACTGTAAATTTGGACAGTTTCCCACATTGAAACTCAAATCTCTCAAAAGGCTTACTTTCACTTCCAACAAAGGTGGGAATGCTTTTTCAGAAGTTGATCTA
CCAAGCCTTGAGTTTCTAGATCTCAGTAGAAATGGCTTGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGACAACCAGCCTAAAGTATTTAGATCTGAGCTTC
AATGGTGTTATTACCATGAGTTCAAACTTCTTGGGCTTAGAACAACTAGAACATCTGGATTTCCAGCATTCCAATTTGAAACAAATGAGTGAGTTTTCAGTATTCCTA
TCACTCAGAAACCTCATTTACCTTGACATTTCTCATACTCACACCAGAGTTGCTTTCAATGGCATCTTCAATGGCTTGTCCAGTCTCGAAGTCTTGAAAATGGCTGGCA
ATTCTTTCCAGGAAAACTTCCTTCCAGATATCTTCACAGAGCTGAGAAACTTGACCTTCCTGGACCTCTCTCAGTGTCAACTGGAGCAGTTGTCTCCAACAGCATTTA
ACTCACTCTCCAGTCTTCAGGTACTAAATATGAGCCACAACAACTTCTTTTCATTGGATACGTTTCCTTATAAGTGTCTGAACTCCCTCCAGGTTCTTGATTACAGTCT
CAATCACATAATGACTTCCAAAAAACAGGAACTACAGCATTTTCCAAGTAGTCTAGCTTTCTTAAATCTTACTCAGAATGACTTTGCTTGTACTTGTGAACACCAGAG
TTTCCTGCAATGGATCAAGGACCAGAGGCAGCTCTTGGTGGAAGTTGAACGAATGGAATGTGCAACACCTTCAGATAAGCAGGGCATGCCTGTGCTGAGTTTGAATA
TCACCTGTCAGATGAATAAGACCATCATTGGTGTGTCGGTCCTCAGTGTGCTTGTAGTATCTGTTGTAGCAGTTCTGGTCTATAAGTTCTATTTTCACCTGATGCTTCTT
GCTGGCTGCATAAAGTATGGTAGAGGTGAAAACATCTATGATGCCTTTGTTATCTACTCAAGCCAGGATGAGGACTGGGTAAGGAATGAGCTAGTAAAGAATTTAGA
AGAAGGGGTGCCTCCATTTCAGCTCTGCCTTCACTACAGAGACTTTATTCCCGGTGTGGCCATTGCTGCCAACATCATCCATGAAGGTTTCCATAAAAGCCGAAAGGT
GATTGTTGTGGTGTCCCAGCACTTCATCCAGAGCCGCTGGTGTATCTTTGAATATGAGATTGCTCAGACCTGGCAGTTTCTGAGCAGTCGTGCTGGTATCATCTTCATT
GTCCTGCAGAAGGTGGAGAAGACCCTGCTCAGGCAGCAGGTGGAGCTGTACCGCCTTCTCAGCAGGAACACTTACCTGGAGTGGGAGGACAGTGTCCTGGGGCGGC
ACATCTTCTGGAGACGACTCAGAAAAGCCCTGCTGGATGGTAAATCATGGAATCCAGAAGGAACAGTGGGTACAGGATGCAATTGGCAGGAAGCAACATCTATCTG
AAGAGGAAAAATAAAAACCTCCTGAGGCATTTCTTGCCCAGCTGGGTCCAACACTTGTTCAGTTAATAAGTATTAAATGCTGCCACATGTCAGGCCTTATGCTAAGG
GTGAGTAATTCCATGGTGCACTAGATATGCAGGGCTGCTAATCTCAAGGAGCTTCCAGTGCAGAGGGAATAAATGCTAGACTAAAATACAGAGTCTTCCAGGTGGGC
ATTTCAACCAACTCAGTCAAGGAACCCATGACAAAGAAAGTCATTTCAACTCTTACCTCATCAAGTTGAATAAAGACAGAGAAAACAGAAAGAGACATTGTTCTTTT
CCTGAGTCTTTTGAATGGAAATTGTATTATGTTATAGCCATCATAAAACCATTTTGGTAGTTTTGACTGAACTGGGTGTTCACTTTTTCCTTTTTGATTGAATACAATTT
AAATTCTACTTGATGACTGCAGTCGTCAAGGGGCTCCTGATGCAAGATGCCCCTTCCATTTTAAGTCTGTCTCCTTACAGAGGTTAAAGTCTAGTGGCTAATTCCTAA
GGAAACCTGATTAACACATGCTCACAACCATCCTGGTCATTCTCGAGCATGTTCTATTTTTTAACTAATCACCCCTGATATATTTTTATTTTTATATATCCAGTTTTCAT
TTTTTTACGTCTTGCCTATAAGCTAATATCATAAATAAGGTTGTTTAAGACGTGCTTCAAATATCCATATTAACCACTATTTTTCAAGGAAGTATGGAAAAGTACACTC
TGTCACTTTGTCACTCGATGTCATTCCAAAGTTATTGCCTACTAAGTAATGACTGTCATGAAAGCAGCATTGAAATAATTTGTTTAAAGGGGGCACTCTTTTAAACGG
GAAGAAAATTTCCGCTTCCTGGTCTTATCATGGACAATTTGGGCTAGAGGCAGGAAGGAAGTGGGATGACCTCAGGAGGTCACCTTTTCTTGATTCCAGAAACATAT
GGGCTGATAAACCCGGGGTGACCTCATGAAATGAGTTGCAGCAGAAGTTTATTTTTTTCAGAACAAGTGATGTTTGATGGACCTCTGAATCTCTTTAGGGAGACACA
GATGGCTGGGATCCCTCCCCTGTACCCTTCTCACTGCCAGGAGAACTA 
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4.4 BIOLOGISCHE RELEVANZ DER EXPRESSIONSDATEN 
Da die Genexpressionsanalyse mit dem Mikroarray eine enorme Zahl an differentiell 
regulierten Genen gezeigt hat, wurde zunächst zur Verifikation und genaueren 
Quantifizierung eine Auswahl an bereits in ihrer Funktion und ihrer potentiellen Rolle in 
der Atherogenese bekannten Gene mit Hilfe der quantitativen Expressionsanalyse mittels 
Taqman®-PCR auf Einzelpatientenniveau untersucht. Diese ausgewählten Gene und ihre 
biologische Funktionen werden in den folgenden Abschnitten genauer erläutert. 
 
4.4.1 CANNABINOID-REZEPTOR 1 (CNR-1) 
Bei Cannabinoid-Rezeptoren handelt es sich um G-Protein-abhängige 7-Transmembran-
Rezeptoren, die auf der Zelloberfläche exprimiert werden. Als Ligand dient das 
Cannabinoid ∆9-Tetrahhydrocannabinol (THC), die psychoaktive Substanz von Marihuana.  
Bis dato sind zwei Cannabinoid-Rezeptoren identifiziert worden: CNR-1, der hauptsächlich 
im Gehirn und auf neuronalen Zellen, aber auch in verschiedenen peripheren Geweben, 
unter anderem im Herzen und im Gefäßsystem exprimiert wird. Der periphere CNR-2 ist 
charakteristischerweise auf Blutzellen und immunkompetenten Geweben vorhanden und 
bereits in atherosklerotischen Läsionen nachgewiesen worden [Szmitko & Verma 2006]. 
Während CNR-1 über die Regulation von K+ und Ca²+-Kanälen psychogene und 
analgetische Effekte vermittelt, ist CNR-2 vor kurzem als Mediator in der Regulation der 
Atherosklerose entdeckt worden [Ofek et al. 2006].  
Studien haben demonstriert, dass die Modulation des Endocannabinoid-Systems neue 
Möglichkeiten für die Therapie von Adipositas, Dyslipidämie, Insulin-Resistenz und 
Atherosklerose bietet [Steffens et al. 2005]. Während die Gabe von geringen Dosen ∆9-
THC durch Stimulation des CNR-2 vor der Entwicklung der Atherosklerose zu schützen 
scheint, bewirkt die Aktivierung des Cannabinoid-Systems über CNR-1 eine 
kardiovaskuläre Stress-Reaktion und damit ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko. 
Langfristig könnten dementsprechend die Stimulation von CNR-2 und die Blockade von 
CNR-1 Möglichkeiten zur prophylaktischen Therapie von Atherosklerose bieten. Studien 
an CNR-1 Knock-out Mäusen haben gezeigt, dass die zentrale Blockade von CNR-1 eine 
Verminderung der Nahrungsaufnahme bewirkt und die periphere Blockade unter anderem 
von Triglyceriden, CRP und LDL senkt und von HDL und Adiponectin steigert [Gelfand 
& Cannon 2006]. 
So bewirkt z.B. der CNR-1 Antagonist Rimonabant eine Gewichtsreduktion und minimiert 
die kardiovaskulären Risikofaktoren beim Menschen [Van Gaal et al. 2005]. Erhöhte 
Expression von CNR-1 könnte dementsprechend als Risikofaktor für Atherosklerose 
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betrachtet werden. 
 
4.4.2 CYCLOOXYGENASE 2 (COX-2) 
Die Cyclooxygenase (COX) ist ein intrazelluläres Enzym und in zwei Isotypen (COX-1 
und COX-2) vorhanden. Während COX-1 hauptsächlich die Bildung von Thromboxan A2 
(TXA2) aus Thrombozyten bewirkt, reguliert COX-2 vor allem die Prostaglandinsynthese 
aus Arachidonsäure und spielt somit eine entscheidende Rolle in der Entzündungsreaktion. 
TXA2 induziert Vasokonstriktion und Thrombozytenaggregation, wohingegen die 
Prostaglandine (PG) vasodilatatorisch und inhibitorisch auf die Thrombozyten- und 
Leukozytenadhäsion wirken.  
COX-1 ist ständig aktiv und ubiquitär vorhanden, während COX-2 induzierbar und nur bei 
Entzündungen aktiv ist.  
Seit einiger Zeit ist bekannt, dass COX-2 von Makrophagen/Monozyten in humanen 
atherosklerotischen Läsionen exprimiert wird und neben den Prostaglandinen auch TXA2  
produziert [Fu et al. 1990; Kobayashi et al. 2004]. 
Die Aktivierung von Monozyten durch Interferon γ, LPS oder IL-1β induziert auf diesen 
die Expression von COX-2. Die Regulation der COX-2 Expression erfolgt zum einen über 
das Prostaglandin E2, welches in einer Positiv-Feedback-Regulation das Niveau von COX-
2 mRNA über eine cAMP-Erhöhung herunterreguliert [Hinz et al. 2000]. Zum anderen 
wird durch den „peroxisome-proliferator-activated receptor γ“ (PPARγ), welcher in 
atherosklerotischen Läsionen durch makrophagen-abhängige Schaumzellen stark 
exprimiert wird, über ein Negativ-Feedback die COX-2 Expression vermindert[Inoue et al. 
2000]. In Schaumzellen innerhalb humaner atherosklerotischer Läsionen konnte 
dementsprechend keine COX-2 Expression nachgewiesen werden [Burleigh et al. 2002]. 
Die Rolle von COX-2 in der Atherogenese wird in der Literatur kontrovers diskutiert. 
Selektive COX-2 Antagonisten wie Celecoxib und Rofecoxib, die eine sehr starke 
entzündungs- und schmerzhemmende Wirkung besitzen und zugleich Mukosa-schonender 
als nicht-selektive NSAR sind, wurden wegen des Verdachts, dass sie das Risiko für 
atherosklerotische Ereignisse vergrößern, vom Markt genommen. Man vermutet, dass die 
COX-2 Inhibition das Gleichgewicht zwischen Prostaglandinen und Thromboxan stört 
und so das Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse fördert [Belton et al. 2000]. 
Auf der anderen Seite begünstigen die durch COX-2 synthetisierten Prostaglandine über 
verschiedene Prozesse die Atherogenese. PG fördern die Makrophagen-Aktivierung und 
damit Chemotaxis, erhöhen die vaskuläre Permeabilität und setzen die pro-
inflammatorische Zytokinkaskade in Gang.  
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Burleigh et al konnten zeigen, dass die selektive Hemmung von COX-2 und die 
Elimination von COX-2 aus Monozyten die frühe Formation atherosklerotischer Läsionen 
bei ApoE-knockt-out Mäusen verzögert [Burleigh et al. 2005]. Auch Egan et al konnten 
durch selektive COX-2 Hemmung keinen Einfluss auf das Ausmaß der Atherosklerose 
feststellen [Egan et al. 2005a]. 
COX-2 könnte also als potentielles Markergen der Atherosklerose bei Dialysepatienten 
betrachtet werden. 
 
4.4.3 INTERLEUKIN 7-REZEPTOR (IL-7R) 
Interleukin 7 ist ein Cytokin, welches im Thymus, von Stromzellen im Knochenmark und 
von epithelialen und dendritischen Zellen gebildet wird und für die Proliferation und 
Differenzierung von Lymphozyten essentiell ist. Das Cytokin funktioniert als Kofaktor in 
der Myelopoese, bei der Generation von zytotoxischen T-Zellen und natürlichen 
Killerzellen und kann Makrophagen und Monozyten aktivieren [Krawczenko et al. 2005]. 
Neben seiner Rolle in der Homeostase von T-Zellen hat IL-7 inflammatorisches Potential 
innerhalb der Chemokin- und Monozyten-vermittelten Entzündungsreaktion. 
Damås et al konnten nachweisen, dass IL-7 die Produktion von unterschiedlichen 
inflammatorischen Chemokinen durch Monozyten fördert. Hierbei handelt es sich unter 
anderem um IL-8 und MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), die nachweislich an 
der Entwicklung von Atherosklerose beteiligt sind [Damas et al. 2003]. Der entsprechende 
Rezeptor (IL-7R) wird auf verschiedenen Zellen exprimiert und besteht aus einer 
spezifischen α- und einer γ-Kette. Seine genaue Rolle in der Lymphopoese ist bis dato 
jedoch unklar. 
Studien von Litjens et al. deuten darauf hin, dass Patienten mit terminaler 
Niereninsuffizienz im Gegensatz zu einem Kontroll-Kollektiv eine verminderte IL-7 
Plasmakonzentration aufweisen [Litjens et al. 2006]. 
 
4.4.4 INTERLEUKIN-1 REZEPTOR 2 (IL1R2) 
Interleukin-1β ist eines der potentesten pro-inflammatorischen Cytokine und spielt eine 
zentrale Rolle bei Inflammation und Atherosklerose. Durch Stimulation von TLR-
Agonisten, wie z.B. Endotoxine und LPS, wird über eine inaktive Vorstufe im Zytoplasma 
von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen aktives IL-1β gebildet und 
mittels Exozytose sezerniert [Dinarello 2005]. IL-1β beeinflusst viele Faktoren, die zur 
Manifestation einer systemischen Erkrankung beitragen. So bewirkt u. a. die Bindung an 
den Interleukin-Rezeptor auf Endothelzellen die Induktion der COX-2, was die 
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Ausschüttung von Prostaglandin und die Sekretion von IL-6 zur Folge hat. Diese Effekte 
von IL-1β werden mit kardiovaskulären Erkrankungen in Zusammenhang gebracht 
[Ohsuzu 2004]. So entwickelten IL-1 Rezeptor-defiziente Mäuse weniger Neointima als 
Wildtypen [Rectenwald et al. 2000] und die Abwesenheit von IL-1β  verursachte bei ApoE- 
Mäusen eine Minderung der Schwere der Atherosklerose [Kirii et al. 2003].  
Zwei Rezeptoren für IL-1β sind bis dato bekannt: Interleukin-1 Rezeptor I (IL1R1), der 
auf allen humanen Zellen exprimiert wird und zusammen mit dem IL-1R assoziiertem 
Protein (IL1RacP) als Co-Rezeptor für die Signaltransduktion verantwortlich ist. Daneben 
ist der Interleukin-1 Rezeptor II (IL1R2) bekannt, der nach herrschender Ansicht keine 
Funktion in der Signaltransduktion hat. Er fungiert vielmehr als „Köder“, der die IL-1β 
Empfindlichkeit des IL-1R1 über verschiedene Mechanismen beeinflusst [Isoda et al. 
2006]. In seiner Membran kann sich neben IL-1β auch das IL-1R assoziierte Protein 
verankern, was eine Konkurrenz der beiden IL-1 Rezeptoren um den Co-Rezeptor zur 
Folge hat. Die Anwesenheit von IL-1R2 vermindert also die Wirkung von IL-1β.  
Weiterhin dient der IL1R2 als Substrat für eine cytokin-induzierbare Ektoprotease, welche 
den Rezeptor von der Zelloberfläche ablöst, worauf dieser in eine lösliche Form übergeht 
[Orlando et al. 1997]. Diese lösliche Form des IL1R2 hat das Potential, IL-1β mit starker 
Affinität zu binden und zu neutralisieren [Neumann et al. 2000]. Löslicher IL1R2 hat also 
vermutlich anti-inflammatorische Eigenschaften, indem IL-1β aus der Zirkulation 
beschlagnahmt wird. 
Auf humanen Monozyten werden beide Typen des IL-1 Rezeptors exprimiert, wobei 
IL1R2 zwei- bis dreimal so häufig repräsentiert wird [Colotta et al. 1996a]. Sambo et al 
konnten nachweisen, dass chemotaktische Moleküle und freie Radikale wie H2O2, 
Superoxidanionen (O2
-) und OH- eine erhöhte Expression von IL1R2 auf Monozyten und 
eine vermehrte Freigabe von löslichem IL1R2 verursachen. Dies führt innerhalb weniger 
Minuten zu einer vermehrten Bindung von IL-1β durch IL1R2 und damit zu einer 
Abnahme dessen inflammatorischen Wirkung [Gabrielli et al. 1995; Sambo et al. 1996]. Giri 
et al zeigten 1994 eine durch Exposition mit TNF und Endotoxinen vermehrte Expression 
von IL1R2 auf neutrophilen Leukozyten, die nach 2 Stunden eintrat. Außerdem konnten 
sie nachweisen, dass Sepsispatienten ein höheres Niveau an IL1R2 Expression aufweisen 
[Giri et al. 1994]. 
Diese Vorgänge repräsentieren vermutlich einen Mechanismus zur Regulation der IL-1β-
Aktivität, indem dessen pro-inflammatorischer Effekt in einem negativen Feedback 
limitiert wird. 
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4.4.5 KRÜPPEL-LIKE FAKTOR 12 (KLF-12) 
Die Krüppel-like Faktoren gehören zur Familie der Sp/KLF-artigen 
Transkriptionsfaktoren. Es handelt sich um Zinkfingerproteine, die zur Klasse der 
Steroidrezeptoren gehören und über die GC- oder GT reiche Promotersequenzen erkannt 
und gebunden werden. Die auffallende Ähnlichkeit mit dem Drosophila melanogaster-
Protein Krüppel führte zur Bezeichnung “Krüppel-like factor”. Die Sp/KLF-artigen 
Transkriptionsfaktoren werden in zwei Untergruppen unterteilt: die Sp-artigen Faktoren 
Sp1 bis Sp8 und die KLF-artigen Faktoren KLF1 bis KLF16. Putative Bindungsstellen für 
Sp/KLF-artige Transkriptionsfaktoren sind in einer Vielzahl von Genen vorhanden, die 
wichtige Funktionen in der Zellzykluskontrolle, Differenzierung und Metabolismus 
ausüben. Bei KLF12 handelt es sich um das Zinkfingerprotein AP-2rep, welches zur 
Familie der transkriptionalen Repressoren gehört und eine wichtige Rolle in der terminalen 
Zelldifferenzierung spielt. KLF12 wurde bisher im Hirn, in Lunge, Leber und Nieren 
nachgewiesen und bewirkt eine Negativ-Regulation der AP-2α Expression, was vor allem 
in der Embryogenese und in der Regulation von Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle 
spielt [Imhof et al. 1999]. Hierbei kontrolliert AP-2 die Transkription von TGFα, was 
wiederum die Transkription von vaskulären Permeabilitätsfaktoren wie VEGF (vascular 
endothelial growth factor) zur Folge hat [Gille et al. 1997]. Die genauen Mechanismen sind 
jedoch bisher noch unklar. Neben seiner Bedeutung für Angiogenese und 
Neovaskularisation spielt VEGF eine zentrale Rolle in der Atherogenese: die 
entsprechenden Rezeptoren VEGFR-1 und VEGF-2 werden auf vaskulärem Endothel 
exprimiert und führen nach Aktivierung zu Proliferation, Migration und Permeabilität von 
Endothelzellen [Matsumoto & Mugishima 2006]. VEGFR-1 wird außerdem auf 
Monozyten exprimiert und dessen Aktivierung bewirkt Chemotaxis von Monozyten 
[Barleon et al. 1996].  
Der Transkriptionsfaktor KLF-12 könnte also durch Regulation  der Expression von 
VEGF über AP-2 und TGFα eine bedeutende Rolle in der Entwicklung von 
Atherosklerose spielen. 
 
4.4.6 RETINSÄURE-REZEPTOR Α (RARΑ)  
Die Retinsäure-Rezeptoren sind ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren und gehören zu 
der Großfamilie der Steroidrezeptoren. Bis dato sind zwei Klassen dieser nukleären 
Rezeptoren bekannt: Retinsäure-Rezeptoren (RAR) und Retinoid X Rezeptoren (RXR), die 
jeweils in drei Isoformen α, β und γ vorkommen und üblicherweise als RAR-RXR-
Heterodimere wirken. Jeder Subtyp weist ein organspezifisches Verteilungsmuster auf und 
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bindet spezielle Liganden. Während die RAR durch all-trans Retinsäure (atRA) und 9-cis-
Retinsäure aktiviert werden, werden die RXR nur durch 9-cis-Retinsäure stimuliert 
[Chambon 1996; De Luca 1991a]. Hierbei handelt es sich um biologisch aktive Formen 
von Vitamin A (Retinol), welches durch zweimalige Oxidation über Retinaldehyd in 
Retinsäure umgewandelt wird (Abbildung 1-1). Nach Bindung der Retinsäurederivate an 
die Rezeptoren wird die Transkription von downstream Ziel-Genen aktiviert oder reprimiert. 
Retinsäuren beeinflussen eine große Zahl biologischer Vorgänge einschließlich 
Embryogenese, Wachstum, Zellproliferation und –differenzierung [De Luca 1991b]. 
Außerdem sind sie Kofaktoren für die Wirkung von Schilddrüsenhormonen und Vitamin 
D. 
 
 
Abbildung 4-2: Umwandlung von Vitamin A zu Retinsäure und dessen oxidative Produkte 
 
Während RARα ubiquitär exprimiert wird, zeigen RARβ und RARγ eine zeitlich und lokal 
begrenzte Expression.  
Wuttge et al konnten 2001 zeigen, dass atRA durch Bindung an den Heterodimer 
RAR/RXR Monozyten eine erhöhten CD36 Expression mit gesteigerter oxLDL-
Aufnahme veranlasst. oxLDL führt daraufhin zu einer CD36 Expression durch Bindung an 
den PPARγ/RXR Heterodimer. Diese durch beide Signalwege synergistisch ausgelöste 
Steigerung der CD36 Expression führt zur Schaumzell-Formation und fördert die 
Entwicklung von Atherosklerose (Abbildung 4-2). Des Weiteren konnte die Präsenz von 
RARα und γ also auch von Retinoid-Liganden in humanen atherosklerotischen Läsionen 
nachgewiesen werden [Wuttge et al. 2001a]. 
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Abbildung 4-3: schematische Darstellung der Wirkung von atRA auf Monozyten [Wuttge et al. 2001b] 
 
Für PPARγ (peroxysome proliferator-activated receptor γ), von dem ursprünglich 
ausgegangen wurde, dass er nur in Leber, Herz und Skelettmuskel vertreten ist, konnte 
kürzlich auch die Existenz auf Monozyten und Makrophagen nachgewiesen werden. 
PPARγ bindet seine Liganden nach Bildung eines Heterodimers mit RXR und spielt eine 
wichtige Rolle bei Inflammation und Immunantwort, insbesondere bei inflammatorischen 
Erkrankungen wie Atherosklerose [Worley et al. 2003]. 
 
4.5 DIFFERENTIELL REGULIERTE GENEXPRESSION 
Die Untersuchungen konnten zeigen, dass die Genchipanalyse Potential zur Detektion 
neuer Marker der Atherosklerose bei Hämodialyse-Patienten besitzt. Die Ergebnisse des 
Mikroarray lassen sich zwar nicht in den absoluten Werten, jedoch in der Tendenz durch 
die Expressionsanalyse auf Einzelpatientenniveau bestätigen. 
Auf die relevanten Gene soll innerhalb der Gruppen „HD vs. Co“, „HD (t0) vs. HD 
(t3)“ und „HD (KHK+) vs. HD (KHK-)“ in den folgenden Kapiteln näher eingegangen 
werden. Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den Ergebnissen 
nur um Assoziationen handelt und daher nicht notwendigerweise von Ursache-Wirkungs-
Beziehungen ausgegangen werden kann. 
 
4.5.1 HD (T0) VERSUS CO 
Eine Veränderung im Expressionsniveau bei Dialysepatienten vor Dialyse im Vergleich zu 
der Kontrollgruppe weist auf generelle Unterschiede mit langfristigem Charakter zwischen 
diesen beiden Gruppen hin. Eine Reihe von Genen mit entsprechenden Unterschieden im 
Expressionsniveau konnte mit der Genchipanalyse detektiert und mit Hilfe der Real-Time 
PCR verifiziert werden. 
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Sowohl für CNR-1 als auch für IL-7R konnte eine erhöhte monozytäre Genexpression bei 
Dialysepatienten nachgewiesen werden. 
 
Da eine Aktivierung des Cannabinoid-Systems über CNR-1 vermutlich ein erhöhtes 
kardiovakuläres Risiko darstellt, könnte CNR-1 als Markergen für atherosklerotische 
Komplikationen betrachtet werden. Bisher ist CNR-1 noch nicht auf monozytärer DNA 
nachgewiesen worden, sondern primär im Gehirn und auf neuronalen Zellen. Unsere 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass CNR-1 auf Monozyten exprimiert wird und 
außerdem einer Regulation unterliegt: Dialysepatienten wiesen im Gegensatz zu 
Nierengesunden eine 2,5-fach erhöhte Genexpression von CNR-1 auf. Dieses Phänomen 
könnte unter anderem eine potentielle Rolle in der erhöhten Prävalenz von Atherosklerose 
bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz spielen. 
Eine Hemmung von CNR-1 könnte entsprechend ein therapeutisches Target zur 
Beeinflussung von atherosklerotischen Ereignissen bei Dialysepatienten werden. 
 
Dialysepatienten weisen nach unserer Untersuchung im Gegensatz zur Kontrollgruppe eine 
4,6-fach erhöhte Expression von IL-7R auf. Eine Aktivierung von IL-7R fördert die 
inflammatorische Antwortreaktion von Monozyten und damit die Entstehung von 
Atherosklerose. So könnte auch dieses Gen als potentielles Markergen gewertet werden. 
Der Zusammenhang mit einem eventuell verminderten Plasma-Level an IL-7, wie es 
Litjens et al bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz festgestellt haben, ist jedoch 
noch zu prüfen. Eine Untersuchung des Plasma-Niveaus an IL-7 in unserem 
Studienkollektiv könnte Aufschluss über mögliche Regelmechanismen geben. 
 
Eine Expressionsminderung bei Dialysepatienten im Vergleich mit Kontrollpatienten 
zeigte sich hingegen bei COX-2, was durch die Expressionsanalyse auf 
Einzelpatientenniveau in ihrer Tendenz verifiziert werden konnte. 
Der zugrunde liegende Mechanismus für diese Herunter-Regulation ist jedoch unklar. In 
früheren Studien konnte eine verminderte COX-2 Expression im Sinne einer Negativ-
Rückkopplung durch Prostaglandin E2 gezeigt werden [Egan et al. 2005b]. Vermehrte pro-
inflammatorische Vorgänge bei Dialysepatienten könnten entsprechend zu einer erhöhten 
Prostaglandin-Synthese führen, welche wiederum zu einer Hemmung der COX-2 
Expression in Monozyten führt. Zur Klärung bedarf es weiterer Untersuchungen der 
Expression von sowohl COX-2 als auch von Prostaglandinen und Thromboxanen auf 
Proteinebene. 
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4.5.2 HD (T0) VERSUS HD (T3) 
Veränderung der monozytärer Genexpression nach Dialyse im Vergleich zu Beginn der 
Dialyse weist auf Veränderungen hin, die durch das Dialyseverfahren per se verursacht 
werden. Die relevanten Gene sollen im Folgenden genauer beleuchtet und diskutiert 
werden.  
Um zu überprüfen, ob die veränderte Regulation dieser Gene auch in einer erhöhten 
Proteinmenge resultiert, stehen entsprechende Proteinmessungen noch aus. 
 
Unsere Untersuchungen detektierten eine vermehrte Expression sowohl von COX-2 als 
auch von IL1R2 nach Dialyse.  
Da Monozyten nach Stimulation mit der Expression von COX-2 reagieren, könnte die 
Vermutung nahe liegen, dass das Dialyseverfahren eine solche Monozyten-Aktivierung 
bewirkt. Eine erhöhte COX-2 Expression hat eine vermehrte Synthese von 
Prostaglandinen und auch Thromboxan A2 zur Folge, wovon ersteres eine 
Entzündungskaskade in Gang setzt und letzteres eine Vasokonstriktion und Förderung der 
Thrombozytenaggregation bewirkt. Eine solche regelmäßig wiederholte Stimulation der 
Monozyten mit erhöhter COX-2 Expression könnte unter anderem das hohe 
kardiovaskuläre Risikoprofil bei Dialysepatienten beeinflussen. Dieser Sachverhalt könnte 
in weiteren Experimenten durch Messen der Prostaglandin- und Thromboxan-Level vor 
und nach Dialyse überprüft werden.  
 
Die erhöhte Expression von IL1R2 könnte auf einen ähnlichen Mechanismus wie durch 
Colotta und Sambo beschrieben beruhen [Colotta et al. 1996b]. Freie Radikale sind neben 
ihrer Eigenschaft als antimikrobielle Effektormoleküle auch Schlüsselmediatoren in der 
inflammatorischen Immunreaktion, was eine veränderte Expression von 
Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen und eine Cytokin-Ausschüttung mit sich bringt. 
Eine durch die Dialyse hervorgerufene inflammatorische Stimulation der Monozyten 
könnte über einen negativen Feedback-Mechanismus zu einer vermehrten Expression des 
IL1R2 und damit zu einer Minderung der IL-1β Aktivität führen. Darauf hin deutet auch 
die vermehrte Expression von TNFα nach Dialyse, welches nach oben heutigen 
Erkenntnissen zu einer vermehrten IL1R2 Expression führt. Zur genaueren Analyse dieser 
Vorgänge bedarf es weiterer Untersuchungen, unter anderem der Messung der IL-1β-
Konzentration vor und nach Dialyse. 
 
Eine verminderte Genexpression nach Dialyse konnte durch unsere Untersuchungen für 
IL-7R nachgewiesen werden. Nach entsprechenden Erkenntnissen über dessen Funktion 
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hätte dies eine Minderung der inflammatorischen Reaktion zur Folge. Dies ist im Hinblick 
auf Atherogenese ein positiver Effekt und deutet darauf hin, dass IL-7R nicht als 
potentielles Markergen für das atherosklerotische Risiko von Dialysepatienten gewertet 
werden kann, sondern gegebenenfalls mehr als protektiver Faktor. 
 
4.5.3 HD (KHK+) VERSUS HD (KHK-) 
Der Vergleich der Subpopulationen von Patienten mit KHK und ohne KHK soll über die 
Frage Aufschluss ergeben, ob die detektierten Veränderungen im Expressionsniveau der 
einzelnen Gene auf das Vorhandensein von KHK (koronare Herzkrankheit) 
zurückzuführen sind. Die Patientengruppe mit KHK stellt dementsprechend ein Kollektiv 
mit bereits manifesten kardiovaskulären Ereignissen dar. 
Außerdem sollen Gene identifiziert werden, die Dialyse-assoziierte Veränderungen im 
Expressionsniveau bei KHK Patienten aufweisen.  
Unsere Untersuchungen zeigen für Dialysepatienten mit KHK gegenüber den 
Kontrollpatienten signifikant erhöhte Expressionslevel für CNR-1, IL1R2, RARα und 
KLF-12. 
 
Dass CNR-1 in dieser Patientengruppe verstärkt exprimiert wird, lässt auf einen möglichen 
Zusammenhang zwischen der CNR-1 Expression und dem kardiovaskulären Risikoprofil 
schließen und würde dementsprechend die Ergebnisse früherer Studien bestätigen. 
Bei Dialysepatienten ohne KHK zeigt sich dagegen eine signifikant erhöhte Expression 
von CNR-1, was auf ein durch die Dialyse verursachtes Phänomen hindeutet.  
CNR-1 kann also einerseits anhand seiner verstärkten Expression bei Patienten mit bereits 
manifesten kardiovaskulären Ereignissen und anhand der signifikant gesteigerten 
Expression nach Dialyse als potentielles Markergen betrachtet werden. 
 
Die Zunahme der IL1R2 Expression, die im kompletten Kollektiv der Dialysepatienten 
nach Durchlauf der Dialyse festgestellt werden konnte, bestätigt sich auch innerhalb der 
einzelnen Subpopulationen. Dies deutet darauf hin, dass es sich um einen Mechanismus 
handelt, der unabhängig von einer manifesten kardiovaskulären Erkrankung wie KHK ist. 
Erklären ließe sich das Phänomen auch mit der Tatsache, dass die TNFα-Expression in 
beiden Subpopulationen nach Dialyse signifikant erhöht ist und die Exposition mit TNFα 
zu einer vermehrten IL1R2 Expression führt.  
Patienten mit KHK weisen allerdings im Gegensatz zu Patienten ohne KHK ein signifikant 
erhöhtes Expressionsniveau von IL1R2 auf. Da Atherosklerose als inflammatorische 
Erkrankung identifiziert wurde, wird der Verdacht, dass es sich um den oben 
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beschriebenen Feedback-Mechanismus handelt, verstärkt. Entsprechend den 
Sepsispatienten weisen vermutlich auch KHK Patienten eine erhöhte Expression des 
IL1R2 auf, was die IL-1β-Aktivität und damit die Entzündungsreaktion zu limitieren 
versuchen könnte.  
 
Die gesteigerte Expression von RARα bei Dialysepatienten mit KHK im Vergleich zu 
Kontrollpatienten deutet auf dessen potentielle Rolle in der Atherogenese hin. 
RARα ist an der Umwandlung von Monozyten in atherosklerotischen Läsionen beteiligt 
und trägt damit maßgeblich zur Entwicklung von Atherosklerose bei. Allerdings lässt sich 
durch unsere Untersuchungen keine dialyse-assoziierte Expressionsveränderung feststellen. 
Entsprechendes gilt für KLF-12, das bei KHK-Patienten vor Dialyse im Gegensatz zu 
Kontrollpersonen eine signifikante Expressionssteigerung aufweist. Nach oben 
beschriebenem Mechanismus wird dadurch eine vermehrte VEGF-Expression verursacht, 
was wiederum zu einer Begünstigung der Atherogenese führen sollte. Patienten ohne KHK 
weisen dagegen weder vor noch nach Dialyse keine signifikant erhöhte KLF-12 Expression 
auf.  
Beide Gene sind also als potentielle Markergene für kardiovaskuläre Ereignisse zu 
betrachten, ohne dass dieser Zusammenhang dialyse-assoziiert zu sein scheint. 
Die gesteigerte Genexpression für COX-2 nach Dialyse im Vergleich zum Zeitpunkt vor 
Dialyse konnte innerhalb der Subpopulation bestätigt werden. Es handelt sich also 
vermutlich um ein unabhängig von einer manifesten Atherosklerose bestehendes, durch 
Dialyse ausgelöstes Phänomen.  
Monozytäre COX-2 ist also als potentielles Markergen für ein erhöhtes kardiovaskuläres 
Risiko zu betrachten. 
 
Innerhalb beider Subpopulationen bestätigt sich die erhöhte IL-7R Expression bei 
Dialysepatienten im Vergleich mit dem gesunden Kontrollkollektiv. Es zeigt sich allerdings 
eine verminderte Genexpression in der Population mit KHK im Gegensatz zu den 
Dialysepatienten ohne KHK. Damås et al konnten eine Erhöhung der IL-7 Expression bei 
KHK Patienten nachweisen. Dieser Zusammenhang könnte durch einen negativen 
Rückkopplungs-Mechanismus erklärt werden: Hohe IL-7 Werte vermindern die 
Expression des IL-7 Rezeptors, so dass die inflammatorische Wirkung von IL-7 limitiert 
wird. Dementsprechend würden KHK Patienten mit hohem IL-7-Niveau eine geringere 
Rezeptor-Expression als Patienten ohne KHK aufweisen. Bei Letzteren würden sich 
niedrigere IL-7 Werte über eine höhere Rezeptor-Expression bemerkbar machen.  
Sowohl bei KHK Patienten also auch bei Patienten ohne KHK kommt es nach Dialyse zu 
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einem Abfall der Expression von IL-7R. Dies deutet darauf hin, dass die 
Expressionsveränderung unabhängig von einer atherosklerotischen Grunderkrankung 
auftritt.  
 
 
4.6 GENEXPRESSIONSANALYSE VON TLR4, TF UND INOS 
4.6.1 TOLL LIKE RECEPTOR 4 (TLR4) 
In der ersten Auswertung der Mikroarray-Untersuchung mit MAS 5.0 konnte TLR4 nicht 
als differentiell exprimiertes Gen detektiert werden. In der zweiten Auswertung mit der 
GC-RMA-Methode zeigte sich jedoch eine verminderte Expression von TLR-4 bei 
Patienten nach Dialysebehandlung. 
Die Untersuchung mit Hilfe der Real-time PCR brachte keinen Aufschluss über eine 
mögliche Minderexpression von TLR4 bei Dialysepatienten im Gegensatz zu 
Kontrollpatienten. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen 
festgestellt werden. Ebenso wenig war ein Unterschied in der Genexpression von TLR4 
nach Dialyse nachweisbar. Vorangegangene Untersuchungen ließen sich also nicht 
bestätigen. 
Dahingegen ist in der Analyse von KHK-Patienten und Patienten ohne KHK eine 
signifikante Erhöhung der TLR4 Expression bei KHK Patienten vor Dialyse im Vergleich 
zu Kontrollpatienten und zu Patienten ohne KHK erkennbar. Die vermehrte Expression 
von TLR4 bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit wurde bereits in neuesten Studien 
beschrieben [Ashida et al. 2005; Geng et al. 2006]. 
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass erhöhte TLR4 Level auf zirkulierenden Monozyten 
bei Dialysepatienten eine wichtige Rolle in der Initiation und Progression von 
Atherosklerose spielen. 
 
4.6.2 TISSUE FACTOR (TF) 
Tissue factor und seine Funktion für die Thrombogenese wurde eingangs ausführlich 
beleuchtet. Bereits in früheren Studien konnten erhöhte Serumwerte von TF bei 
Dialysepatienten verglichen mit einer Kontrollgruppe nachgewiesen werden.  
In der Genchipanalyse konnte TF nicht als differentiell reguliertes Gen identifiziert werden, 
allerdings konnten wir mit Hilfe der Real-time PCR eine nachweislich signifikante 
Erhöhung des Expressionsniveaus von TF auf monozytärer RNA bei Dialysepatienten im 
Vergleich zu Kontrollpatienten zeigen. Dieses deutet darauf hin, dass die TF-Erhöhung 
unter anderem durch eine Monozytenaktivierung ausgelöst wird. 
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Der Vergleich der beiden Subpopulationen zeigt, dass Monozyten von Patienten mit KHK 
eine signifikant höhere Expression von TF als Patienten ohne KHK und auch als die 
Kontrollpatienten aufweisen. Dieses Phänomen ist bereits in früheren Studien beschrieben 
worden [Leatham et al. 1995; Ott et al. 2003; Steffel et al. 2006].  
Durch verschiedene Stimuli werden Monozyten zur Sekretion von TF aktiviert. Unsere 
Studie deutet auf den Einfluss des Dialyseverfahrens für die TF-Expression hin: die 
Expression von TF steigt in monozytärer RNA nach 3 Stunden Dialyse signifikant an. 
Damit würden unsere Untersuchungen einerseits die schon in früheren Studien 
beschriebene TF-Erhöhung nach Dialyse [Yu et al. 2003b] bestätigen und andererseits 
nachweisen, dass dieser Anstieg von TF auf eine Stimulation der Monozyten 
zurückzuführen ist. 
Sowohl bei Patienten mit KHK als auch bei solchen ohne KHK zeigt sich eine Steigerung 
der TF-Expression in monozytärer RNA nach Dialyse. Dieser Anstieg ist allerdings nur bei 
Patienten ohne KHK signifikant. Dies könnte bedeuten, dass Patienten mit 
atherosklerotischer Grunderkrankung eine grundsätzliche Monozytenaktivität mit TF-
Expression aufweisen, die durch Dialyse nur noch tendenziell gesteigert wird. Dahingegen 
ist der Aktivierungsgrad der Monozyten bei Patienten ohne KHK per se geringgradiger 
einzustufen. Diese Patienten erfahren durch die Dialyse eine starke Stimulation der 
Monozyten, welche mit TF-Expression einhergeht.  
Da arterielle Thrombosierung durch die Interaktion von Tissue factor mit Thrombozyten 
und Koagulationsfaktoren verursacht wird, könnte folglich die Dialyse vermutlich über 
diesen Mechanismus das kardiovaskuläre Risiko dieser Patienten steigern. TF ist also als 
potentieller kardiovaskulärer Risikofaktor für Dialysepatienten zu betrachten.  
 
4.6.3 INOS (INDUZIERBARE STICKSTOFFMONOXIDSYNTHETASE) 
Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase ließ sich durch die Mikroarrayanalyse 
ebenfalls nicht als differentiell reguliertes Gen bei Dialysepatienten detektieren.  
In der quantitativen Untersuchung mit Hilfe der Real-time PCR zeigt sich eine erhöhte 
Expression von iNOS bei Dialysepatienten, die jedoch nicht signifikant war. Das 
Expressionsniveau blieb durch das Dialyseverfahren unbeeinflusst.  
Initiale Untersuchungen, die eine verminderte monozytäre Expression von iNOS bei 
Dialysepatienten zeigten, konnte entsprechend nicht bestätigt werden. Auch in der 
Unterscheidung von KHK-Patienten und Patienten ohne kardiovaskuläre Manifestation 
konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von iNOS festgestellt werden.  
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Die vermehrte Sekretion von iNOS in atherosklerotischen Läsionen, wie sie in früheren 
Studien beschrieben wurde, lässt sich also hier auch nicht nachvollziehen. 
 
 
4.7 LIMITATIONEN 
Die vorliegende Studie wurde anhand eines kleinen Patientenkollektivs durchgeführt und 
besteht daher nur aus einer sehr geringen Fallzahl. Die Arbeit ist daher als hypothesen-
generierende Pilotstudie zu betrachten und muss durch Erweiterung auf ein größeres 
Probandenkollektiv kontrolliert werden. Bei den Ergebnissen der differentiell regulierten 
Genexpression handelt es sich entsprechend nur um Assoziationen und keine Ursache-
Wirkungs-Effekte. 
Bei der Interpretation von Genexpressionsanalysen muss außerdem generell berücksichtigt 
werden, dass die Expressionsdaten keine Rückschlüsse auf transkriptionelle Modifikationen 
zulassen. Auch ist nur bedingt eine Aussage zu gebildeten Proteinmengen und Aktivitäten 
der Proteine möglich [Anderson & Seilhamer 1997; Cham et al. 2003; Chen et al. 2002; 
Fessler et al. 2002]. 
Es kann grundsätzlich ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, dass 
Regulationsmechanismen auf der Translationsebene oder posttranslationelle 
Veränderungen zu völlig anderen Proteinmengen und -aktivitäten führen, als aus der 
jeweiligen mRNA-Menge zu schließen ist. 
Die neuen molekularen Technologien Genomics, Transcriptomics, Proteomics und 
neuerdings auch Metabolomics erobern immer mehr die klassischen Forschungsgebiete. 
Einige dieser Methoden wurden in der vorliegenden Arbeit angewendet sowie auftretende 
Probleme und ihre Limitationen erkannt und beschrieben. Demnach müssen alle 
Methoden für eine standardisierte Anwendung noch optimiert werden um das ganze 
Potential dieser Methoden vollständig ausschöpfen zu können. Die enorme Masse an 
gewonnenen Daten und Ergebnissen ist von hohem Nutzen für ein besseres Verständnis 
komplexer, molekularer Abläufe in den Zellen. Allerdings ist hierzu ein gutes 
Datenmanagement wichtig um die großen Datenmengen handzuhaben. Letztendlich wird, 
zumindest in der näheren Zukunft, immer ein Vergleich mit Ergebnissen aus traditionellen 
Methoden nötig sein um zu klären, ob man molekularen Befunden auch entstandene 
Phänotypen zuordnen kann. 
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4.8 AUSBLICK 
Mit Hilfe des Algorithmus der GC-RMA-Methode wurden weitere potentielle Markergene 
identifiziert, die in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht wurden.  
Bedeutend für die Entstehung der Inflammationsreaktion erscheinen neben den bereits 
oben diskutierten Genen folgende Interleukine als potentiell relevant: Der Interleukin 6 
Signaltransducer, Prostaglandin E Rezeptor 4 sowie der Interleukin-10 Rezeptor ß und 
Interleukin 8 zeigten sich nach Dialyse um etwa Faktor 4 herunterreguliert.  
Als Adhäsionsmoleküle sind neben Genen, die für Oberflächenproteine kodieren, vor 
allem die Gene für Thrombospondin, Catenin und Plexin C1 herauszustellen, welche in 
unseren Untersuchungen alle um etwa Faktor 5 nach Dialyse herunterreguliert sind. 
Als funktionell die Gerinnung beeinflussende potentielle Markergene der Atherosklerose 
wurden sowohl der Hepatozyten Wachstumsfaktor als auch der Adenosin A2a Rezeptor 
identifiziert. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Die kardiovaskuläre Mortalität ist in der Dialysepopulation im Vergleich zu der 
nierengesunden Bevölkerung deutlich erhöht. Eine Vielzahl von Anhaltspunkten weist 
darauf hin, dass chronische (Mikro-) Inflammation ein zentraler Pathomechanismus dieser 
gesteigerten kardiovaskulären Mortalität im Dialysekollektiv ist. 
Ziel der Studie war die Identifikation hämodialyse-assoziierter Veränderungen von 
Monozyten, wobei der spezielle Fokus auf molekulare und klinisch relevante Mechanismen 
von pro-inflammatorischen Triggern gelegt wurde.  
Die monozytäre RNA der Dialysepatienten bzw. des Kontrollkollektivs wurde sorgfältig 
isoliert und den unterschiedlichen Untersuchungsmethoden zugänglich gemacht.  
In der Array-basierten Screening-Untersuchung wurde mit Hilfe des cDNA-Mikroarrays 
zum einen nach Veränderungen in der monozytären Genexpression bei Dialysepatienten 
im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe und zum anderen im Vergleich vor und 
nach Durchführung des Dialyseverfahrens gesucht. Hierbei konnte eine große Anzahl an 
differentiell exprimierten Genen detektiert werden, von denen anhand ihrer biologischen 
Funktion eine Auswahl potentieller Markergene gewählt wurde. Der Fokus wurde auf 
Gene gelegt, die bei Inflammations-, Adhäsions- oder Koagulationsreaktionen eine Rolle 
spielen. Der Vergleich der drei Patientengruppen Dialysepatienten vor Dialyse [HD(t0)], 
nach Dialyse [HD(t3)] und Kontrollpatienten [Co] hatte das Ziel der Identifikation von 
Kandidatengenen, die bei Dialysepatienten im Gegensatz zu Nierengesunden generell 
verändert exprimiert werden und derer, die durch das Dialyseverfahren per se eine 
Regulation des Expressionsniveaus erfahren. Für die Ermittlung des Stellenwertes von 
atherosklerotischen Grunderkrankungen als Ursache für die Veränderung im 
Expressionsniveau wurde zudem zwischen Dialysepatienten mit KHK [HD KHK+] und 
ohne KHK [HD KHK-] unterschieden. 
Acht Gene, die in der Mikroarray-Analyse im Vergleich von Patienten vor der Dialyse mit 
dem Kontrollkollektiv eine differentielle Expression zeigten, wurden für die quantitative 
Untersuchung mittels Taqman-PCR ausgesucht, von denen bei folgenden Genen das 
Ergebnis der Mikroarray-Analyse zumindest in der Tendenz bestätigt werden konnte:  
Als potentielle Kandidatengene, die auf eine generell veränderte Genexpression bei 
Dialysepatienten hindeuten, konnten ILR7 und CNR1 detektiert werden. Beide Gene 
zeigten bei Hämodialyse-Patienten vor Dialyse im Vergleich zur Kontrollgruppe eine 
signifikant vermehrte Expression. 
Der Interleukin 7 Rezeptor als Vermittler der pro-inflammatorischen Antwortreaktion 
könnte als Markergen für die Entstehung der Atherosklerose bei Dialysepatienten eine 
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Rolle spielen; ebenso wie der Cannabinoid-Rezeptor 1, der durch die Aktivierung des 
Cannabinoid-Systems ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko hervorruft. CNR1 wurde bei 
Dialysepatienten mit manifester kardiovaskulärer Morbidität als vermehrt exprimiert 
detektiert und zeigte außerdem eine Hochregulation durch das Dialyseverfahren. Damit 
deuten die Ergebnisse auf eine potentielle Rolle von CNR1 bei der Atherogenese bei 
Dialysepatienten hin, so dass dieses Gen als mögliches Kandidatengen betrachtet werden 
kann. 
Für den Interleukin 7 Rezeptor konnten unsere Untersuchungen zusätzlich eine Regulation 
durch das Dialyseverfahren an sich zeigen. Diese deutet allerdings eher auf eine Minderung 
der Genexpression von ILR7 hin, was eine Abnahme der inflammatorischen und damit 
auch der atherogenen Wirkung bedeuten würde. Damit kommt IL7R eher als protektiver 
Faktor denn als potentielles Markergen in Frage.  
Das pro-inflammatorische und atherogenese-fördernde Enzym COX-2 kann in seiner 
biologischen Funktion als potentielles Markergen der Atherogenese bei Dialysepatienten 
angesehen werden. In unserer Arbeit wurde eine verminderte Expression bei 
Dialysepatienten im Gegensatz zum nierengesunden Kollektiv detektiert, deren 
Pathomechanismus unklar erscheint. Jedoch deuten unsere Untersuchungen auf eine 
signifikante Hochregulation der Genexpression nach Dialyse hin, welches eine Rolle bei 
der Pathogenese des hohen kardiovaskulären Risikoprofils bei Dialysepatienten spielen 
könnte. Dieses Phänomen lässt sich auch innerhalb der Patienten-Subpopulationen mit 
manifesten kardiovaskulären Ereignissen wiederholen, so dass COX-2 dementsprechend 
als potentielles Kandidatengen in Frage kommen könnte. 
Der eher mit einer inflammationshemmenden Funktion beschriebene Interleukin 1 
Rezeptor 2 weist in unserer Studie eine Hochregulation durch das Dialyseverfahren auf. 
Dieser Vorgang ließe sich eventuell mit der insgesamt vermehrten Ausschüttung freier 
Radikale und Chemokine während der Dialysebehandlung erklären, welches nachweislich 
eine vermehrte Expression von IL1R2 zur Folge hat. Bei Dialysepatienten mit bereits 
manifesten kardiovaskulären Ereignissen wurden auch erhöhte Expressionslevel von 
IL1R2 nachgewiesen. Die Untersuchungen deuten entsprechend darauf hin, dass dieses 
Gen als Markergen akzelerierter Atherosklerose bei Dialysepatienten in Frage kommt, 
könnte allerdings auch nur Spiegel einer erhöhten Inflammationsreaktion sein. 
Als weitere mögliche Kandidatengene für Atherogenese kommen laut unseren Ergebnissen 
auch der Krüppel-like Faktor 12 und der Retinsäure Rezeptor α in Betracht. Allerdings 
konnten keine akut dialyse-assoziierten Veränderungen nachgewiesen werden, so dass die 
Genregulation davon unabhängig zu funktionieren erscheint.  
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Unabhängig von der array-basierten Screening-Untersuchung wurde die quantitative 
Expression hypothesen-gesteuert für vier weitere Gene mittels Taqman-PCR untersucht: 
Die Genexpression von TNFα als pro-inflammatorisches Cytokin, welches nach 
Stimulation von Monozyten durch physikalische und inflammatorische Reize sezerniert 
wird, wurde zur Validierung der Methodik analysiert. Hierbei konnte die bereits vorher 
beschriebenen erhöhten Expressionslevel von TNFα bei Dialysepatienten und auch nach 
Dialysebehandlung gezeigt werden, die unabhängig von kardiovaskulären Manifestationen 
der Patienten war.  
TLR-4 zeigte in der Mikroarray-Untersuchung eine verminderte Genexpression nach 
Ablauf des Dialyseverfahrens. Durch die quantitative Analyse mittels Real-time PCR 
konnte das Ergebnis jedoch nicht bestätigt werden, deren Resultat im Gegensatz eher auf 
eine Expressionserhöhung nach Dialyseverfahren hindeutet. Der Stellenwert von TLR4 als 
Markergen der HD-assoziierten Atherosklerose bleibt daher nach Abschluss dieser Arbeit 
weiterhin unklar. 
Gleiches gilt für die Genexpression des NO-produzierenden Enzyms iNOS, dessen 
Aktivierungsweg über den TLR4 erfolgt. Die Genchipanalyse konnte iNOS als reguliertes 
Gen nicht identifizieren und die eingangs beschriebene verminderte Expression von iNOS 
bei HD-Patienten ließ sich nicht nachweisen.  
 
Allgemein muss die Validität der Daten der Genchipanalyse kritisch betrachtet werden. Wie 
in der Arbeit ausführlich erläutert, stellt die Mikroarrayanalyse ein noch recht neues 
Verfahren dar, welches enorme Mengen an Daten produziert. Die Auswertung dieser 
Daten bietet die Schwierigkeit, dass eine Vielzahl an Methoden dazu zur Verfügung steht. 
In unserer Studie wurde die erste Auswertung mit der herkömmlichen Methode MAS 5.0 
mit der Durchführung einer zweiten Auswertungsreihe mit Hilfe der GC-RMA Methode 
von Bioconductor überprüft. Hierbei kam es zu extremen Unterschieden in der 
Identifikation differentiell regulierter Gene. Die Schnittmenge der ermittelten Gene 
beschränkt sich auf 23 Gene, einem Bruchteil der insgesamt über 50.000 detektierten Gene. 
 
Zusammenfassend lässt sich jedoch feststellen, dass die Mikroarrayanalyse Potential zur 
Detektion differentieller Genexpression bei Dialysepatienten besitzt. Allein diese Methode 
macht es möglich, bisher unbekannte biologische Prozesse in der Atherogenese von 
Dialysepatienten aufzudecken. Die Applikation dieser Technik an Monozyten von 
Dialysepatienten verspricht die Identifikation neuer Marker zur Vorhersage des natürlichen 
Krankheitsverlaufs und Therapieansprechens. Dieses Potential kann jedoch bis heute nicht 
vollständig ausgeschöpft werden, da einige grundlegende Techniken noch nicht genau 
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genug arbeiten und es noch keine standardisierten Verfahren zur Durchführung und 
Dateninterpretation gibt. Hierfür muss die Qualität der Technik in allen Bereichen 
verbessert werden sowie leistungsfähigere Software zur Datenanalyse und -interpretation 
entwickelt werden. 
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